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1. GIRIS

Sok, intravaskiiler kan voliimiiniin azalmasi nedeni ile meydana gelen
yetersiz doku perfiizyonudur (1). Viicut dokularinda hipoksi ve metabolizmanin
bozulmasi sonucu asidoz, hiicre hasari, septik komplikasyonlar meydana gelir (1). Bu
durum organ yetmezligine neden olan fizyopatolojik etkenleri tetikleyerek doku
hasarmi artirir ve multiple organ yetmezligine bagl 6lim gelisir (2).

Hemorajik sok nedenli voliim azalmasi sonrasinda gelisen akut akciger
hasar1 morbidite ve mortaliteyi anlamli sekilde arttirmaktadir. Hemorajik sokun
resiisitasyonu sonucunda iskemi-reperfiizyon (I-R) dongiisiinden aciga ¢ikan
mediyatorler sistemik inflamatuar yollarin aktivasyonuna neden olarak basta
akcigerler olmak fizere, karaciger, kalp, beyin ve bobrekler gibi uzak organlarda
hasar olustururlar.

Iskemi-reperfiizyon dongiisii sonrasinda gelisen sistemik inflamatuar
yanittan en fazla akcigerler etkilenirler. Bu organdaki esas hasar alveolar kapiller
membrandadir. Reperfiizyon sonrasi notrofillerin etkilesimi sonucunda endotel
ylzeyi boyunca notrofil tutulumu gergeklesir. Polimorfoniikleer I6kosit
(PMNL)’lerin endotel hiicresine adezyonu sonrasi agiga c¢ikan toksik maddeler
sonucu endotelyal tabakada hasar olusur, kapiller permeabilite artar, alveolar ve
interstisyel 6dem gelisir. Soktaki akcigerlerde goriilen bu hasarin klinigi hafif bir
tablodan agir, geri dondiiriillemeyen solunum yetmezligine kadar degisebilir. Olusan
akciger hasar1 hastada sikintili solunum sendromuna yol acarak sistemik inflamatuar

yanitin 6liime neden olan en 6nemli komplikasyonunu olusturur (3).

Hemorajik sokun resiisitasyonu sonucunda travma hastalarinda inflamatuar
uyartya karsi1 bir cevap ortaya ¢ikmaktadir. Kronik fibrozise giden bu yolda 6nemli
rolii olan mononiikleer 16kositlerin ve sitokinlerin organizasyonundan sorumlu
maddelerden biri Graniilosit Koloni Stimiilan Faktordiir (G-CSF). G-CSF’nin
etkilerinin doz bagimli oldugu, yiiksek dozlarda direkt etki ile PMNL aktivasyonunu

arttirarak inflamasyonun baslangi¢c ve devaminda etkili oldugu bildirilmistir (4,5).

Beta-glukan {izerine yapilan calismalarda ise preoperatif beta-glukan

tedavisinin, immdiin sistem ve sitokin yanitinda regiilator T hiicre diizeylerini artirarak



bu disregiilasyonun siddetini azalttifi ve olusan inflamatuar siireci siiprese ettigi

gosterilmistir (6).

Giglii bir antioksidan ve immiinomodiilatér oldugu bilinen beta-glukanin ve
inflamasyonda biiylik rol oynayan nétrofilleri kesin olarak aktive ettigi bilinen
G-CSF’nin hemorajik sok modeli uygulanan ratlarda akut akciger hasari iizerine

etkilerinin arastirilmasi amaci ile bu ¢alisma planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hemorajik Sok

Hemorajik sok, intravaskiiler dolasan kan voliimii miktarinin azalmasi
nedeni ile dokularin yetersiz perfiizyonudur. Yetersiz doku perfiizyonunun sonuglari
hipoksi, anaerobik metabolizma, asidoz, inflamatuar mediyatorlerin ortaya ¢ikmasi,
organlardaki kan dolastminin tekrar dilizenlenmesi, hiicre hasari, septik

komplikasyonlar ve multiorgan fonksiyon bozuklugu sendromudur (7).
2.1.1. Hemorajik Sokun Fizyopatolojisi

Hemorajik sokun semptom ve bulgulari; hipovoleminin derinligine, sokun
siiresine ve uyum mekanizmalarmin etkinligine baglidir. Sokun kendisine ait
patognomik bulgular1 yoktur. Soktan etkilenen organlara ait bulgular aracilig1 ile sok
tanisina ulasilir. Voliim kaybi ve hipovolemi sonrasi periferik vaskiiler rezistansta
artisa bagli olarak cilt soguk ve soluk goriiniimliidiir. Hipovolemiye bagli tagikardi
olusur. Bazal metabolizma igin gerekli olan, ihtiyaci karsilayabilecek sistemik
oksijen tasinmasindaki yetersizlik, diger sok formlarinda oldugu gibi hemorajik

sokda da esas problemi teskil eder (2,8).

Hemoraji, vendz doniigiin azalmasina bagl olarak ortalama arterial basingta
ve kan kaybinin derecesine bagl olarak kardiyak outputta azalmaya neden olur. Kan
voliimiiniin % 10’unun kaybi hemodinamik degisiklik yapmazken, % 35-45 voliim

kaybi1 soka neden olur (9).

Kanama ve hipotansiyonla birlikte gelisen fizyopatolojik olaylar,
homeostazdaki bozulma, karotid siniis ve arkus aortadaki 6zel reseptorler tarafindan
algilanir ve santral sinir sistemine iletilerek sempatik sistem aktive edilir. Kan
basinci 80 mmHg’ nin altina diistiigiinde baroreseptdr uyarilir ve vazomotor refleks
olusur, 40 mmHg’ 'nin altinda ise beyin perflizyonunun azalmasi sonucu sempatik
sistem aktive olur. Olusan bu cevap ¢ok sayida noroendokrin effektore ulastirilir.
Gelen afferent sinyallere bagl olarak oldukc¢a kompleks ve diffiiz bir nérohormonal
tepki ortaya c¢ikar. Bir boliimii saniyeler icinde diger bir kismi ise giinler sonra ortaya
cikan bu tepkiler, temel olarak organizmanin yasamini siirdiirmesini amaglayan

uyum mekanizmalaridir.



Hipovolemik sokta asagidaki kompansatuvar cevaplar ortaya ¢ikar;

1. Vazokonstriiksiyon ve tagikardiye yol agan, periferik vaskiiler rezistansi,

kardiak output ve kan basincini artiran, epinefrin ve norepinefrin salgilanmasi,

2. Artmis sempatik aktivite, artmis myokardial kontraktilite ve artmis venoz

dontis,

3. Katekolaminlerin alfa-adrenerjik reseptorlere etkisi ile insiilin saliniminda

azalmaya bagli hiperglisemi ve lipoliz (10),

4. Renal kan akiminda azalmaya bagli renin-anjiotensin-aldosteron salinimi
(11),

5. Artmis su rezorbsiyonuna ve splanknik vazokonstriiksiyona izin veren, su
gecirgenligini ve pasif sodyum (Na') transportunu arttiran, antidiiiretik hormon

(ADH) sekresyonunda artis (12),

6. Adrenokortikotrop hormon (ACTH) stimiilasyonu ve kortizol salinimi

(13).
2.1.2. Hiicresel Yanit

Viicuttaki oksijen gereksinimi metabolik ihtiyaca gore degismektedir.
Oksijen kritik seviyenin daha altina indiginde oksijen alimi ve tiiketimi diismekte, bu
da oksijen acigini ortaya ¢ikartmaktadir. Boylece anaerobik metabolizmada ve laktat

yapimindaki artma sonucu metabolik asidoz gelisir (2).

Hiicre i¢inde ATP kullanimi asidik ortamda engellenir. Hiicre
membranindaki Na/K ATPaz enzimi ¢alisamaz hale gelir ve membran permeabilitesi
bozulur. Hidrojen iyonunun membran lipitleri ile reaksiyonu sonucu serbest oksijen

radikalleri (SOR) olusur (2,14,15).
2.1.3. Organ Diizeyinde Yamt

Hemorajik soka bagli voliim azalmasi sonrasi gelisen organ bozukluklari

bazilarinda erken, bazilarinda ise ge¢ donemde ortaya ¢ikar.

Kalp iizerinde; miyokardda iskemi gelismesi sonucunda ventrikiiler

extrasistoller ve aritmi olusabilir (2).



Sokta karaciger kanlanmasinin bozulmasiyla konjesyon ve hipoksi meydana
gelir. Hepatosit zedelenmesini yansitan enzimlerin serum diizeyleri belirgin bi¢imde

yukselebilir (8).

Bobreklerde sadece total renal kan akimindaki azalma degil ayrica intrarenal
korteksden medullaya kan akiminda da bozukluk olur (16,17). Renin-anjiotensin-
aldosteron salimimi olur. Sonugta dolagimdaki intravaskiiler voliim agigin

tamamlamak i¢in glomeriiler filtrasyonunda artma olur.

Ozellikle hemorajik sokda gastrointestinal kanalda mukozal bariyer

yikimina bagli olarak bakteriel translokasyon olusur (2,10,18).

Immiin sistem tiimiiyle baskilanir, 6zellikle fagositoz yapan mekanizmalar
durur. Baskilayici T-hiicre aktivasyonu da gozlenebilir. Kan pihtilagsma kaskadi1 6nce
subklinik diizeyde, ileri donemlerde tlimiiyle bozulur. Sonug¢ olarak sok, gecici
endotoksemiye neden olur. Immiin sistem etkilenmesi birka¢ giinii alir ve sok ile

beraber 6liim gelisir (18,19).

Solunum sistemi tizerindeki etki agir solunum yetmezIligi olarak ortaya
cikabilir. Sokun resiisitasyonu sonrasinda gelisen sikintili solunum sendromundan
PMNL’ler sorumludur. Bu organdaki esas hasar alveolar kapiller membrandadir ve
alveolokapiller yiizeydeki degisikliklerde proteindz nitelikli sivi intravaskiiler
ylizeyden, interstisyuma ve sonug olarak alveolar bosluga sizar. PMNL’lerin endotel
hiicresine adezyonu sonrasi agiga ¢ikan toksik maddeler sonucu endoteliyal tabakada
hasar olusur, kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisiyel ddem gelisir.
Soktaki akcigerlerde goriilen bu islevsel ve yapisal bozuklugun klinigi hafif bir
tablodan agir, geri dondiiriilemeyen solunum yetmezligine kadar degisebilir. Bu
hastalar diger pulmoner yetmezliklerden farkli olarak hipokarbiktir. Inspirasyon
havasinda oksijen konsantrasyonu yiikseltilmesine ragmen hipoksemi devam
etmektedir ve pulmoner kompliansta azalma olmaktadir. Akciger grafisinde yama
tarzt infiltrasyonlar ortaya c¢ikar. Ayrintili incelendiginde kalp debisinin, sant
oraniin ve 6li alan ventilasyonunun artmis oldugu goriiliir. Kardiyolojik nedenlere

bagli olmaksizin pulmoner 6dem gelisir (2,10,18).



2.2. Iskemi ve Reperfiizyon Hasar

Iskemi, kan akimmin yetersizligi nedeni ile hiicrenin oksijen ve diger
metabolitlere olan ihtiyacinin  saglanamamasi ve olusan atik irlinlerin

uzaklastirilamamasidir (20).

Hiicresel yasam ve sagliklt hiicre islevleri, mitokondrilere gerekli substratlar
ve oksijen saglanmasi yolu ile gerceklesmektedir. Yiiksek fosfat baglarini temin eden

aerobik metabolizma, normal hiicre fonksiyonu i¢in gereklidir.

Dokulara oksijen sunumunda herhangi bir sebeple azalma oldugunda
normal hiicre fonksiyonlar1 icin gerekli olan oksidatif fosforilasyon kaybolur,

adenozin trifosfat (ATP) yapimu diiser (20).

Bu durumda devreye giren anaerobik metabolizma ile laktik asid yapiminda
artisa baglh olarak laktik asidoz gelisir. Asidoz normal enzim kinetigini bozar, daha
diisiik enerjili baglar yapilir ve hiicre normal hemostazisi korumak i¢in ihtiyaci olan
enerjiden kaybeder. Iskemik dokulardan reperfiizyon ile toksik metabolitler
uzaklastirilir. Ancak toksik melabolitlerin sistemik dolasima geg¢mesi metabolik

asidoz gibi ciddi metabolik bir dizi olaya neden olabilir.

[-R hasarinin olusumunda SOR, ksantin oksidaz, nétrofiller ve endotel

hiicreleri su¢lanan faktorler arasindadir (21,22).
2.2.1. Ksantin Oksidaz Yolu

Postiskemik donemde, iskemik dokudaki serbest radikallerin en belirgin
kaynagi ksantin oksidaz enzimidir. Iskemi sirasinda hiicresel ATP hipoksantin
olusturmak iizere indirgenir. Normal kosullarda hipoksantin, ksantin dehidrogenaz
yardimiyla ksantine oksidize edilir. Iskemi doneminde dokuda biriken ksantin
oksidaz dokuya aniden sunulan oksijeni kullanarak hipoksantini iirik asite ¢evirirken

bu reaksiyon esnasinda bol miktarda SOR olusumuna neden olur (23).
2.2.2. Notrofiller (Polimorfoniikleer Lokositler)

[-R sonrast endotel diizeyindeki patolojik degisiklikler membran

permeabilitesinde artisa sebep olarak noétrofil infiltrasyonuna yol agar. Notrofil



infiltrasyonu I-R hasarinin patofizyolojisinde &nemli bir rol oynar. Notrofiller
yapilarinda bulunan nikotin amid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidazin
aktive olmasiyla NADPH, nikotin amid adenin diniikleotid (NADP")’ye, hidrojen
(H")'e ve hidrojen peroksit (H,0,)'e doniiserek siiperoksit anyonlari iiretir. Rees ve
arkadaslar1 ksantin oksidaz aktivitesindeki hizli artisin, notrofil kemotaktik
aktivitesini arttiran serbest radikal olusumunu saglayabilecegini ve hiicre zari
hasarimi baslatabilecegini savunmuslardir (24). Notrofiller etkilerini, sentezledikleri
SOR ve proteolitik enzimler aracilifiyla gosterirler. SOR’nin en Onemli
kaynaklarindan biri nétrofillerdir (8). Notrofil post iskemik dokularda SOR doguran
potansiyel bir kaynaktir (25).

Notrofillerin primer fonksiyonu fagositoz ve mikrooganizmalarin sindirimi
olmasina ragmen bu hiicrelerden toksik ajanlarin sizintis1 veya sekresyonu,
etrafindaki hiicrelere zarar verir. Fagositik kaynakli oksidanlar ototoksik,
immunsupresif ve mutajenik etkiler gosterirler. I-R sonucu akcigerlerde nétrofil
birikimi olur. Bu nétrofillerden ortama saliverilen serbest radikaller akciger hasarina

neden olur.

Nétrofillerin  I-R  hasarmin patogenezindeki rolleri cesitli arastiricilar
tarafindan ortaya konmustur (2,26). Sok ve iskeminin, 16kositlerin yoklugunda daha
iyi tolere edildigi bildirilmistir. I-R hasarinin olusumunda nétrofillerin endotel
hiicrelerine yapismasi kritik dneme sahiptir. Boylece dis ortama kapali bir mikro
cevre olusarak, SOR’nin inaktivasyonu engellenir. Endotel hasar1 ve bunu takip eden
bir dizi olay hiicre 6liimiine kadar ilerler. Adezyonu engellemek amaciyla, notrofiller
ve endotel hiicreleri {izerindeki reseptorlere karsi iiretilen antikorlarin verilmesinin I-

R hasarini azalttig1 gosterilmistir (26).
2.2.3. Endotelyal Faktorler
[-R sirasinda meydana gelen hasarm derecesini belirleyen en énemli faktor

esas olarak hasara ugrayan damar duvarii kaplayan endoteldir.

Endotelin hasar1 sonucu endotel hiicrelerini birbirine yapistiran baglar hasar
goriir ve hiicreler arasindan hiicre dis1 bolgeye kagak olur. Endotelin prostasiklin

salinimi bozulur ve reperfiizyon sirasinda prostasiklin-tromboksan dengesi bozularak



trombosit agregasyonu artar. Mikrosirkiilasyonda trombosit agregasyonlar1 sebebiyle

tikanikliklar olusur ve doku igerisinde etkin kan dolasimi saglanamaz.

Hasara ugramis endotel kompleman sistemini aktive eder ve ndtrofilleri
hasar bolgesine ¢agirir. En 6nemli hasar ise nétrofillerin hasarli bolgeye gelmesiyle
olusur. I-R patofizyolojisinde endotel hiicreleri ve 16kositler arasindaki iliski bir dizi

olayi igerir.

1- Makrofajlar veya mast hiicreleri Interlokin 1 (IL-1) gibi sitokinleri

salgilar.

2- Iskemi sirasinda endotelde ksantin dehidrogenaz ksantin oksidaza

dontisiir ve SOR olusur.

3- Endotelden Platelet Aktive Edici Faktor (PAF) salimini olur. PAF’iin
stimiilasyonu ile CDI11/CD18 kompleksinin endotelyal intraseliiler
adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) ile etkilesmesi sonucu da adezyon

olusur.
4- Adezyon yapan lokositlerde SOR olusur.
5- Lokositlerde myloperoksidaz araciligi ile hipoklorik asit olusur.

6- Endotelden salinan P-selektin ve lokositlerden salinan L-selektin'in
birbirleriyle iligkileri sonucu "Rolling" de denen bir tiir adezyon olusur

27).
2.2.4. Platelet Aktive Edici Faktor

Fosfolipaz A2’nin etkisiyle endotel hiicreleri tarafindan membran
fosfolipidlerinden iiretilir. Cok cesitli inflamatuar reaksiyonda (Akut Respiratuar
Distres Sendromu (ARDS), akut pankreatit, inflamatuar barsak hastaligi, glomeruler
hasar vs.) etkin oldugu gozlenen bir substrattir. Trombositlerin sekil degisikligine,
agregasyonuna ve graniil iceriginin salinmasina yol agan oldukca kuvvetli bir ajandir.
Ek olarak PAF kuvvetli bir n6trofil kemoataktan ve aktivator bir maddedir ve tiimor

nekrozis faktor a (TNF-a) tiretiminde 6nemli bir rol oynar.

Dokularin reperfiizyonu sonucu lokositlerin aktivasyonuna, adezyon ve ayni

zamanda vaskiiler permeabilitede artisa yol agar. Pek ¢ok ¢alisma PAF’iin in vitro ve



in vivo ortamda lokositlerin mikrovaskiiler endotele adezyonunu arttirdigini
gostermistir. PAF 1, reperfiizyon sonucu gergeklesen kemotaksisin bir diizenleyicisi

oldugu diistiniilmektedir (28).

K&peklerde I-R modelinde reperfiizyon sonrasi ilk 5 dakikada PAF
konsantrasyonunun dramatik olarak arttigi ve ndtrofil infiltrasyonunu arttirarak

postiskemik veniillerde adezyona sebep olduklar1 goriilmiistiir (29).
2.2.5. Komplemanlar

Kompleman sistemi konagin savunmasinda ve inflamatuar olaylarin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri olan plazma proteinlerinden olusur. Karacigerde
sentezlenerek plazmaya salinan bu kimyasal mediyatorler opsonizasyon (C3b),
adezyon, viral nétralizasyon, anafilaktik ve kemotaktik (C3a ve C5a) etkilere

sahiptir.

Travma ve sok gibi etkenlerle komplemanlarin arka arkaya aktivasyonu,
anaflatoksin C3a ve C5a’nin iiretimine yol acar. Notrofiller iizerindeki etkileri ise
kemotaksis, endotele adezyonun artisi, SOR’nin iiretim ve salinmasini saglamaktir

(28).
2.2.6. Sitokinler

Akcigerlerde iskemik doku hasarmin patolojik tablosu inflamatuar yanit ile
ortak ozellikler gostermektedir. Iskemiye bagl olarak akcigerlerde proinflamatuar
sitokinlerin iiretimi artmakta, mononiikleer ve PMNL aktivasyonu ve dokuya

invazyonu goriilmektedir.

Akciger inflamasyon yanitinda IL-1 ve IL-6 en ¢ok iizerinde durulan
sitokinlerdir. I-R hasar1 sirasinda sitokin iiretimi ile makrofaj, lenfosit ve nétrofil
aktivasyonu paralel olarak gelismektedir. Iskemi, makrofajlardan proinflamatuar
sitokinlerin salimimini tetiklemekte ve erken reperfiizyon hasar1 olugsmaktadir. IL-8,
IL-12, IL-18, TNF-o gibi sitokinler ise ge¢ donemde noétrofil ve T- lenfosit
aktivasyonuna yol agmakta ve beraberinde ge¢ donem reperfiizyon hasari

olusmaktadir. Bu ajanlara karsi antagonistler kullanilarak, IL-1’in ve TNF-o’nin
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vaskiiler yaralanmaya katkida bulunduklar1 ve endotel adezyon molekiillerini

arttirdiklar1 gosterilmistir (28,30).

Inflamatuar siirecte dnemli rol oynayan mediyatorler ve fonksiyonlar1 Tablo

1’de gosterilmistir.

Tablo 1: inflamatuar Mediyatorler ve Fonksiyonlari

inflamatuar Mediyatorler Fonksiyonlar
TNF-a Pro-inflamatuar, Notrofil aktivasyonu
1L-1 Pro-inflamatuar, N6trofil aktivasyonu
IL-6 Lokosit biiyiime ve aktivasyonu
IL-10 Anti-inflamatuar, Pro-inflamatuar sitokin Inhibisyonu
G-CSF Hematolojik biiylime faktorii
PAF Trombosit ve ndtrofil aktivasyonu
ICAM-1 Notrofil adezyonu
C5a Lokosit adezyon ve agregasyonu
Kemokinler Lokosit aktivasyonu ve agregasyonu
Reaktif oksijen ve nitrojen Damar tonus diizenleyici, Antimikrobiyal

Calismamizda hemorajik sok sonrasi akciger hasarinin olugma siirecinde

onemli oldugu bildirilen sitokinlerden IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a’y1 inceledik.
2.2.6.1. interlokin 1

Makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden salinir. IL-1’in etkileri TNF-a’ya
yakindir ve benzer fizyolojik ve metabolik degisikliklere neden olur. Travma sonrasi
IL-1 ve TNF-a diizeyleri yiikseldiginde sitokinler bagimsiz olarak bir hemodinamik
dekompanzasyona neden olurlar. Diisiik dozlarda ise yalnizca eszamanli olarak
verildiklerinde aynmi1 yanit1 olustururlar. Bu gozlemler TNF-a ve IL-1’in

proinflamatuar yanit olusturmadaki sinerjistik etkilerini desteklemektedir (31).
2.2.6.2. interlokin 6

Akut travma, stres, hemorajik sok sirasinda IL-6 kan diizeyi yiikseldiginden

genellikle sistemik inflamatuar yanit veya postoperatif morbidite indikatorii olarak
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kullanilir. Yine IL-6 diizeylerinin sok durumundaki mortalite ile korele olarak arttig1
gosterilmistir. Hemorajik sok dongiisiinde 1L-6 akciger, karaciger ve barsak hasari ile

iliskilendirilmektedir (31-33).
2.2.6.3. Interlékin 10

Antiinflamatuar bir sitokindir. 1ki major aktivitesi olup makrofajlar
tarafindan TNF-a, IL-1, IL-12 sentezini inhibe eder ve T hiicre aktivasyonunda
makrofajlarin yardimer rollerini siiprese eder (28,34). Akciger hasar1 olan hastalarda
bronkoalveolar lavaj incelendiginde IL-10 seviyesinde diisiiklik ve TNF-a

seviyesinde artig oldugunu tespit eden ¢aligmalar mevcuttur (35).
2.2.6.4. Timor Nekrozis Faktor a

Travma veya infeksiyonlar sonucu olusan inflamatuar yanit kompleks bir
proinflamatuar sitokin dongiislinlin baslamasina neden olur. Bu sitokinler arasinda
TNF-a konak¢1 yanitin olugsmasina yol acan ilk ve en potent mediyatorlerden biridir.
TNF-a sentezinin kaynagi, periton ve splanik dokularda ¢ok bulunan monositler,
makrofajlar ve T hiicreleridir. Akut travmaya yanit olarak TNF-a salinimi hizli ve
kisa stirelidir. Endotoksin uyaris1 ile akut inflamatuar yanit gelisimini taklit eden
calismalarda TNF-o’nin monofazik bir egri izledigi ve 90. dakikada pik yapip 4 saat
icinde Ol¢iilemeyecek diizeye indigi saptanmigtir. Yar1 dmrii 15-18 dakika olmasina
ragmen TNF-a’nin kisa siireli ortamda bulunmasi bile 6nemli metabolik ve
hemodinamik degisikliklerin gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin
aktive olmasmma neden olur. Deneysel septik sok modellerinde TNF-a’nin
yiikselmesinin sok gelisimine ve hipoperfiizyona neden oldugu, mortalite ile korele

olarak arttig1 bildirilmistir (36,37).

TNF-o’nin diger fonksiyonlar1 arasinda; koagulasyonun aktivasyonu,
prostaglandin E2, PAF, glukokortikoidler ve eikozanoidlerin saliniminin arttirilmasi

sayilabilir.
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2.3. Serbest Oksijen Radikalleri
2.3.1. Serbest Radikallerin Kaynaklari

SOR bir¢ok fizyopatolojik durumda mikrovaskiiler diizeyde parankimal
hiicre hasar1 sonras1 ortaya c¢ikan yiiksek reaktif 6zellikleri olan molekiillerdir

(38,39).

Normalde serbest radikallerin kiigiik bir kismi mitokondrial elektron
transport zincirindeki sizint1 yerlerinden fizyolojik olarak iiretilirler. Patolojik
durumlarda serbest radikaller ksantin oksidaz metabolizmasindan, aktif
notrofillerden,  katekolamin  oksidasyonundan, endotelial hiicrelerden ve
prostaglandinlerden derive olurlar. Yapilan ¢aligmalarda hemorajik sok siiresince
hipoksik kalan dokularin reperflizyonu ile SOR’nin dolagima gectigi gosterilmistir

(40).

Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali, alkoksil radikali,
lipid peroksidasyonunu baslatan baslica radikallerdir. Pek ¢ok ¢alisma SOR’ni i-R
hasarinin  reperfiizyon  komponentinin  mediyatorleri  olarak  gdstermistir.
Reperflizyondan 2-5 dakika sonra yiiksek bir oksidatif formasyon olusur ve ksantin
oksidaz serbest radikal yapimini katalizler. Bu enzim normal olarak ksantin
dehidrogenaz formunda bulunur ve NAD" kullanarak hipoksantinin ksantine
doniisiimiinii katalize eder. Ksantin oksidaz hipoksantini ksantine ¢evirmek igin

molekiiler oksijen kullanir ve sonugta siiperoksit radikali (O;") ortaya ¢ikar (41).

Reperfiizyon sirasinda ortaya ¢ikan serbest radikaller lipid ve niikleik
asitlerin  peroksidasyonuna, sulfidril gruplarinin  oksidizasyonuna, sitokrom
enzimlerinin inaktivasyonuna, transport proteinlerin yapilarinda degisikliklerle doku
hasarima neden olurlar. Hasara ugrayan veya iskemik kalan bdlgeye aktif

graniilositlerin gelmesi 6nemli bir reaktif oksijen radikali kaynagidir (42).
2.3.2. Serbest Radikallerin Hiicre Hasarindaki Rolleri

Oksijenin rediiksiyonu ve enzimatik oksidasyonu sirasinda negatif yiiklii bir

ara iiriin olan siiperoksid radikali meydana gelir. Hiicrede en ¢ok lipid molekiilleri ile
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reaksiyona girer (43). Normal sartlarda metabolik reaksiyonlarda kullanilan oksijenin

sadece % 5-10’u kuvvetli toksik tiriinlere doniisiir.

Aerob organizmalar intraselliiler ve ekstraselliiler antioksidan savunma
sistemleri ile bu toksik metabolitleri etkisiz hale getirerek kendilerini korur ve zarari
minimum seviyede tutarlar. Antioksidan savunma sisteminin giiciiniin zayifladig1 ya
da SOR f{iretiminin bu savunma sisteminin giiciinii astig1 hallerde hiicreler zarar goriir

(44).

Oksijen radikalleri ¢ok kisa siirede yikildiklar1 halde bu siire i¢inde enzimler
ile etkin olarak detoksifiye edilmezlerse niikleik asitler, proteinler, lipitler,
karbonhidratlar ve glikoproteinleri i¢ine alan biitiin biyolojik materyal ile reaksiyona

girerek reversibl ya da irreversibl degisikliklere yol acarlar.

SOR viicutta noétrofil, monosit, makrofaj, eozinofil gibi inflamatuar
hiicrelerden, hiicrelerin yiizeylerinde bulunan rediikte NADPH oksidaz sistemi ile
yapilmaktadir.  Biiylikk  miktardaki SOR  yapimimmin  amacit  yabanci
mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasidir. Kronik inflamasyonda bu normal

koruyucu mekanizma hasara neden olabilir (45).

SOR’lerinin hiicredeki baglica zararli etkileri; proteinlerin zarar gdérmesi,
enzimlerin inaktivasyonu, membran ve serum lipitlerinde peroksidasyon, hiicre
ylizeyindeki reseptorlerde degisiklik, Na-K-ATPaz, Ca-ATPaz gibi hiicre iyon
transport proteinlerinin tahrip olmasi, deoksiriboniikleikasit (DNA)’nin zarar

gbérmesi, bag dokusu harabiyeti olarak bildirilmektedir.

i-) Lipid Peroksidasyonu: SOR’lerin lipidler iizerindeki en dnemli etkileri
lipid peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipid peroksidasyonu SOR’ler tarafindan
baslatilan ve hiicre zarlarinda bulunan ¢ok doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna

yol acan kimyasal bir olaydir.

Hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonu sonucu zar transport sistemi
etkilenmekte, hiicre i¢i ve dis1 iyon dengeleri bozulmaktadir. Bunun sonucunda hiicre
ici kalsiyum (Ca™) konsantrasyonu artmakta ve Ca’ bagimli proteazlar aktive
olmaktadir. Bu olaylar hiicre hasarinda énemli role sahiptir. Nitekim hiicrede asir1
Ca"" birikmesinin ~ sitotoksik oldugu gosterilmistir. Ote yandan lipid

peroksidasyonunun son iirlinii olan aldehitler de sitotoksik 6zellige sahiptirler.
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ii-) Proteinlerin Oksidatif Modifikasyonu: SOR’ler aminoasit yan
zincirlerinin oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olugmasina yol
acarlar. Ayrica protein ana zincirini okside ederek protein pargalanmasina neden

olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel dneme sahip enzimlerde bozulmalar ortaya

cikmaktadir.

iii-) DNA Hasari: Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller,
DNA'y1 etkileyerek hiicrede mutasyon, hiicre Oliimii ve karsinogenezise yol

acabilirler.

Normal metabolizma sirasinda, hiperoksi ve c¢evresel faktorler O6rnegin
fotokimyasal hava kirliligi etkisiyle aciga ¢ikmis olan serbest radikallerin yol actigi

hiicre 6ltimiine ve mutasyonlara DNA'nin katildig1 da ileri siiriilmektedir (46).
2.4. Akciger Iskemi-Reperfiizyon Hasar1

Hemorajik sokun resiisitasyonu sonucunda I-R déngiisii travma hastalarinda
inflamatuar uyariya kars1 abartilmig bir cevabin ortaya ¢ikmasina neden olup, ikincil

organ hasarlar1 olusturmaktadir.

Damar duvarmi kaplayan endotel, akciger parankimini olusturan diiz kas

hiicreleri ve pnomositler iskemiden etkilenirler.

Reperfiizyon sirasinda, endotelden salinan Nitrik Oksit (NO)’in azalmasinin
biiyiik 6nemi vardir. NO nétrofillerin yapismasini (CD11b ve CDI18 iizerinden),
birikmesini ve igerdiklerini bosaltmalarini inhibe eder. Ayrica hem trombosit
agregasyonunu engeller, hem de vazodilatasyon yaparak vaskiiler dengenin
korunmasini saglar. Azalan NO salinimi1 ve noétrofillerden salgilanan oksidan

maddelerin NO’in etkilerini azaltmas1 sonucu doku hasari artar (47-49).

Oksidatif stres SOR olusmasi ile karakterize bir durumdur. Bu tiirevler O,
Hidrojen Peroksit (H,O;) ve Hidroksil (OH") radikalidir. Bunlar kararsiz {iriinler olup
hiicre permeabilitesinin artmasindan hiicre zarinin erimesine kadar cesitli derecelerde
lipid peroksidasyonuna yol a¢maktadir. Akcigerde bir¢ok hiicre tipi (endotel
hiicreleri, tip II pnomositler, klara hiicreleri) SOR olusturabilmektedir (49).
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Akcigerlerde iki ana mekanizma SOR olusumuna katki saglamaktadir. Bu
mekanizmalardan biri reperfiizyon ya da solunum sirasinda ortama oksijen yeniden
sunulmasi ile O, olusumuna yol acan hipoksantin birikimidir. Anoksi sirasinda
ksantin dehidrogenaz enzimi, ksantin oksidaz formuna doniismektedir. Enzimin

oksidaz formu, ortamdaki oksijenin artis1 ile hipoksantini O, ’ ye doniistiirmekedir.

Diger mekanizma ise iskemi ile aktive olan ve oksijenin O, ve H,O;’ye
dontistimiinii katalizleyen NADPH oksidaz sistemidir (49). Bu sistem yogunlukla

notrofillerin, monositlerin ve makrofajlarin yiizey membranlarinda bulunmaktadir.

Akut akciger hasarinda I-R hasari sonucunda yukarida anlatilan olaylar
serisi sonucunda proinflamatuar sitokinlerin iiretimi artmakta, mononikleer ve
PMNL aktivasyonu ve dokuya invazyonu goriilmektedir. PMNL’lerin endotel
hiicresine adezyonu sonrasi aciga ¢ikan toksik maddeler endoteliyal tabakada hasar

olusturur, kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisiyel 6dem gelisir.

Bu patofizyolojik olaylar dongiisiiniin radyolojiye yansimasi ise direk

grafilerde bilateral yaygin infiltrasyonlarin gézlenmesi seklindedir.
2.5. Antioksidanlar

Antioksidanlar, SOR olusumunu sinirlandirma, tetiklenen biyokimyasal
reaksiyonlarin kirilmasini saglama, olusan radikalleri ortadan kaldirma ve hasarli
molekiilleri tamir etme ve temizleme gibi c¢esitli mekanizmalarla etkilerini

gosterirler.

Antioksidan sistem grubuna giren enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon transferazdir.
Suda coziinen radikal tutucular; glutatyon (GSH), vitamin C, {irik asit, glikoz ve
sisteindir. Yagda ¢6ziinen radikal tutucular; vitamin E, - karoten, biluribin, ubikinol
ve flavanoidlerdir. Metal iyonlarin1 baglayan proteinler; ferritin, transferin,
haptoglobin, seruloplazmin ve albumindir. Ayrica propranolol, kalsiyum kanal
blokerleri ve kaptopril’in deneysel olarak degisik sitoprotektif etkileri gosterilmistir

(50).



16

2.5.1. Antioksidan Enzimler
2.5.1.1. Suiperoksit Dismutaz

SOD, in vivo olarak dokular1 SOR’lere, 6zellikle O, ne karst koruyan

endojen bir enzimdir.

O, ’1 metabolize etme yetenegine sahip sirkulatuar proteinler, seruloplazmin
ve ekstraselliiler SOD’dir. Bununla birlikte bu sirkiilatuar ajanlarin temizleyici etkisi

belirgin degildir. Ciinkii bu proteinlerin plazmadaki aktiviteleri oldukca azdir (51).
2.5.1.2. Katalaz

KAT viicutta dogal olarak olusan bir metalloproteindir. in vivo olarak SOD
ile kombine bir sekilde etki eder. H,O, peroksizomlarda katalaz ile su ve oksijene
indirgenir. KAT 1n canli organizmanin eritrosit, karaciger, bobrek, kemik iligi ve

cesitli dokularinda da bulunur.
2.5.1.3. Glutatyon

Bir¢ok hiicrede bulunabilen GSH tripeptid (gama glutamil sisteinil glisin)
yapidadir. Gama-glutamil kismi hiicre ig¢i stabiliteyi ve peptidazlara direnci
saglamaktadir. GSH hiicre zarinda aminoasitlerin tasinmasinda rol alir ve koenzim
olarak enzim yapisina girer, toksik maddelerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda rol

oynar (52).
2.5.1.4. Glutatyon Peroksidaz

GSH peroksidaz enzimi hiicreleri organik hidroperoksitler ve H,0O,
tarafindan olusturulan oksidatif tahribata karst GSH’ 1 kullanarak korur (53). GSH,
sahip oldugu siilthidril grubu ile oksidatif hasar ve toksik maddelere karsi hiicreleri

korur.
2.5.2. Serbest Radikal Uretiminin Inhibisyonu

SOR hasarmi azaltmak i¢in kullanilan diger bir yaklagim SOR iiretiminde

rol oynayan enzimlerin inhibisyonudur. Ksantin oksidaz inhibitorii allopurinol
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hipoksantinin yapisal bir analogudur. Allopurinol ksantin oksidaz1 kompetetif olarak

inhibe ederek O, anyonunun {iretimini azaltir (50).
2.6. Graniilosit Koloni Stimulan Faktor

G-CSF graniilotik progenitor hiicrelerin diferansiyasyonunu ve biiylimesini

regiile eden ve ¢esitli tiirleri olan bir glikoproteindir (54).

G-CSF ve eritropoetin gibi hematopoetik sitokinler, kemik iligi kok
hiicrelerini mobilize ederek hematopoetik progenitor hiicrelerin diferansiyasyonunu
ve gelisimini saglar. G-CSF reseptorleri kemik iligindeki prekiirsor hiicrelerde
bulunur ve G-CSF sitimiilasyonuna yanit olarak proliferasyonu tetikleyerek olgun

graniilositlere diferansiyasyonu saglar (55).

Aktive monositlerden salinan TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi inflamatuar

sitokinlerin salgilanmasi, G-CSF” iin iiretimini artirir (56).

G-CSF, notrofil olusumu ve fonksiyonunun diizenlenmesinde fizyolojik
olarak Onemli rol oynar. Periferik notrofil sayisinda ve migrasyon islevinde artig
saglar. Kemik iligi nétrofil depo havuzundan salinimi uyardigi, kemotaksis, oksidatif

metabolizma ve fagositozu arttirdigi gosterilmistir (57).

Rekombinant G-CSF, Escheria Koli’de sentezlenmis ve Filgrastim adi

verilmistir. Filgrastim’in yapis1 dogal glikoproteinden ¢ok az fark gostermektedir.

Yapilan invitro ¢alismalarda G-CSF’nin, polimorf niiveli 16kosit liretimi i¢in
ana faktor oldugu, olgun noétrofil aktivitesini artirdigi, kemotaksis, fagositoz,

degraniilasyon, proteaz salinimi ve SOR iiretimini artirdig1 gosterilmistir.

Deneysel hemorajik sok modellerinde rat akcigerinde G-CSF mRNA
gosterilmistir (58).

Intratrakeal G-CSF uygulamasinin, rat akcigerinde akut enfeksiyonu
artirdigi, pulmoner 6dem ve akciger fonksiyonlarint bozdugu bildirilmistir.
Akcigerin histopataolojik incelemesinde interstisyel 6dem, alveolar 6dem ve PMNL

infiltrasyonu gosterilmistir.

G-CSF, 16kosit salinimini ve aktivasyonunu artirarak 16kosit aracili akciger

hasar1 olusturmaktadir. PMNL’in endotele adezyonunu ve kemotaksisi artirir (59,60).
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G-CSF nétrofil sayisin1 ve aktivitesini artirdifi i¢in immiin savunmada
onemli rol oynar. Kanser hastalarinda ndtropeni nedenli G-CSF tedavisi sonrasi
akciger toksisitesi ve saglikli kisilerde immunoterapi sonrasi akut akciger hasari

bildirilmistir (61).
2.7. Beta-Glukan

Glukan Saccharomyces cerevisiae isimli mantarin hiicre duvarindan izole
edilen dogal polisakkarit yapisinda bir maddedir. Glukan, glikozidik bag iceren ve 3
(1-3) ad1 verilen lineer bir zincir ve sonrasinda B (1-6) adi verilen dallanmalar

gosterir (62).

B-glukan viicuda disaridan daha ¢ok oral yolla alinan bir madde olup mide
asidine direnglidir. Bu nedenle mideden formasyona ugramadan geger. Ayrica
barsakta bu maddeyi glikoz ya da d-glikoza parcalayarak barsak duvarindan absorbe
edilmesine olanak verecek enzim (B-(1-3) Glukanaz) bulunmadigindan emilemez.
Diger taraftan barsak duvarinda bulunan makrofajlar B-Glukan partikiillerini 6zgiin
reseptorleriyle tutarlar. Bu hiicreler hemen aktive olur. Dogal antijen sunucu
fonksiyonlarinin bir pargasi olarak lenf nodiillerine yani barsakta peyer plaklarina
geri giderler. Sitokinleri serbest birakirlar ve sistemik immiin aktivasyonu
indiiklerler. Bu tanimlanan fagositik tasinma ad1 verilen bu mekanizma glukanin oral

yoldan daha etkili olmasina sebep olur (63).

Glukan nonspesifik bir immiinstimiilan olmasina ragmen potent etkisi
makrofajlar iizerinedir. Yapilan calismalarda makrofaj hiicre kiiltiirlerinde glukan
verildiginde, makrofajlar daha biiylik hale gelmekte, aderan yiizeylerinde artis
olmakta, fagositik, mikrobisidal, kemotaktik aktivitelerinde artig goriilmekte ve olasi

antitimor aktiviteleri de artmaktadir.

Glukan organizmadaki gorevlerini bitirdiginde glikoza metabolize

olmaktadir. Bu da diger makrofaj aktivatorlerine gore toksitite avantajidir (62).

Beta-glukanin en 6nemli biyolojik aktivitesi, immiin sistemi diizenleme
yetenegidir. Ciinkii onun diger etkileri, bu aktivitesine baghdir. B-glukanin

immiinoregiilator aktiviteleri, immiin sistem kontroliinde veya makrofaj fagositozunu
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ayarlamada yer alan sitokinlerin makrofajlardan salinimin1 uyarma veya engelleme

yetenegiyle iligkilidir (64).

In vitro ¢alismalarda biiyiik molekiiler agirlikli veya partikiillii beta-
glukanlarin 16kositlerin fagositik, sitotoksik aktivitelerini arttirarak reaktif oksijen ve
nitrojen aracili antimikrobiyal aktivitelerini arttirdig1 ve direk olarak lokositleri aktif
hale getirdigi ve ayrica IL-8, IL-1, IL-6 gibi sitokinleri stimiile ettikleri gosterilmistir
(65).

Tiim diinyada glukanin cesitli deney hayvanlarina intravendz verilmesi ile
retikiiloendoteliyal sistemde fagositik proliferatif aktivitesinde belirgin bir artisa
sebep oldugu goriilmistiir. Makrofaj sisteminin proliferatif cevabi ile baglantili
olarak biiyiik miktarlarda makrofaj elementleri karaciger, dalak gibi organlarda

goriiliir. Makrofajlar immiin cevabin baglamasi ve siirdiiriilmesinde 6nemli rol alirlar

(66).

Daha sonraki c¢alismalar makrofajlarin {izerinde glukan igin reseptdrler
oldugunu ortaya koymus ve glukanin bu reseptorlere baglanarak makrofaj

fonksiyonlarini modiile ettigini diisiindiirmiistiir (67).

Makrofajlar iizerindeki B-glukan reseptdrleri yillardir tartismali bir konu
olmus, soluble glukanin CR3’e (kompleman reseptdér 3) baglandigini ve bu
baglanmanin reseptoriin lektin bdlgesinden oldugunu ve aktivasyon igin glukan ve
komplemana ihtiya¢ duyuldugu diisiiniilmiistir. Ama son yillarda Brown ve
arkadaslarinin yaptig1 calismalarda B-glukanin ana reseptoriiniin Dektin-1 oldugu

bulunmustur (68).

Beta-glukanlarin  etkin bir serbest radikal azaltict olarak gorev
yapabilecegini ortaya konulmustur (69). Beta—1,3-glukanin antioksidan etkisinin
saptandig1 “‘serbest radikal siipliriicii etkisi’ deneyleri farkli organizmalarda
tekrarlanmisgtir  (70). Radyasyon uygulamasi sirasinda ve sonrasinda kan

makrofajlarini serbest radikal etkisinden koruyabilmistir.

Deneysel calismalarda Beta-glukanin IL-6 {lizerinde salinimi artirict etkileri
oldugu bildirilmistir. Masih ve ark. (71) beta glukan tiirevlerinin TNF iizerinde
baskilayici, IL-1, IL-6 ve IL-10 {izerinde salinimi artirici etkisi oldugunu

gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Arastirmanin Tipi
Arastirma deneysel arastirma olarak planlandi.
3.2. Deney Grubunun Se¢imi

Calismada 200-300 gr. agirliginda Wistar Albino cinsi toplam 40 adet erkek
sican kullanildi. Denekler, ¢alisma oncesinde oda 1sisinda serbest su ve yem verilerek
saklandi. Caligmada 40 erigkin rat randomize olarak 4 gruba ayrildi (n=10). Denekler
Siileyman Demirel Universitesi (SDU) Tip Fakiiltesi Deneysel Calisma ve Deney
Hayvanlar1 Laboratuari’ndan temin edildi. Deney Hayvanlar1 Arastirma Etik Kurulu

tarafindan onay alindiktan sonra ¢alismaya baslandi.
3.3. Arastirmanin Uygulamasi ve Verilerin Toplanmasi

Operasyon Oncesi ve sonrasi tiim siganlar standart yem ve su ile beslendiler.
Ratlardaki islemler genel anestezi altinda gergeklestirildi. Genel anestezi igin,
intraperitoneal 90 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar) ve 10 mg/kg xylazin
(Rompun) kullanildi.

Calisma gruplar1 sirasiyla soyle olusturuldu;

Grup I (Kontrol Grubu) (n=10): Arteryel monitdrizasyon + Kan 6rnegi + 1

saat sonra sivi resiisitasyonu + 24 saat sonra kan ve akciger doku 6rnegi,

Grup II (Hemorajik Sok Grubu) (n=10): Arteryel monitorizasyon + Kan
ornegi + Kontrollii Hemorajik sok + 1 saat sonra siv1 resiisitasyonu + 24 saat sonra

kan ve akciger doku 6rnegi,

Grup III (Hemorajik sok + G-CSF Grubu) (n=10): Arteryel monitdrizasyon
+ Kan 6rnegi + Kontrollii Hemorajik Sok + 1 saat sonra siv1 resiisitasyonu ve G-CSF

verilmesi + 24 saat sonra kan ve akciger doku 6rnegi,

Grup IV (Hemorajik sok + Beta-glukan Grubu) (n=10): Arteryel
monitdrizasyon + Kan o6rnegi + Kontrolli Hemorajik Sok + 1 saat sonra sivi

resiisitasyonu ve Beta-glukan verilmesi + 24 saat sonra kan ve akciger doku 6rnegi.
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Grup I haricindeki deneklere, servikal bolgeden yapilacak transvers insizyon

i¢cin uygun pozisyon verildikten sonra, servikal transvers kesi uygulandi (Resim 1).

11/10/2008

Resim 1: Ratlara Servikal Transvers Kesi Uygulamasi

Servikal bolgede diseksiyonla arteria carotis communis izole edildi ve 4/0

ipekle askiya alindi (Resim 2).

11/10/2008

Resim 2: Servikal Bolgede Arteria Carotis Communis izole
Edilmesi ve 4/0 Ipekle Askiya Alinmasi
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Arteriyel kaniilizasyon 24 G intraket ile gergeklestirildi (Resim 3).

Resim 3: 24 G intraket ile Arteriyel Kaniilizasyon uygulamasi

Arteriyel monitorizasyon Bigak¢ilar marka transducer ile saglandi ve

arteriyel kan basinci monitorizasyonu Artema marka monitor ile yapildi.

Grup I’de sok olusturulmadi, kan 6rnegi alindi. 1 saat sonra, alinan kanin iki
kat1 miktarda ringer laktat intraperitoneal yol ile verilerek siv1 resiisitasyonu yapildi.
Grup II’de deneklerin arteriyel kan basinglari izlenerek ortalama arteriyel basing
degerleri 40 mmHg diizeyinde tutulacak sekilde arteriyel yolla kan alinarak kontrollii
hemorajik sok olusturuldu (Resim 4).

Resim 4: Hemorajik Sok Yapilan Ratlarda 40 mmhg Diizeyinde
Ortalama Arteriyel Basin¢ Degerleri



23

Kan 6rnegi alindiktan sonra insizyon yeri siitiire edildi (Resim 5).

B4
Resim 5: Kan Ornekleri Alindiktan Sonra Insizyon Yerinin

Siitiirasyonu

Hemorajik soktan 1 saat sonra alinan kanin iki kat1 miktarda intraperitoneal

ringer laktat ile resiisitasyon yapildi (Resim 6).

11/10/2008

Resim 6: Intraperitoneal Ringer Laktat ile Resiisitasyon
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Grup III’de deneklerin arteriyel kan basinglar1 izlenerek ortalama arteriyel
basing degerleri 40 mmHg diizeyinde tutulacak sekilde arteryel yoldan kan alinarak
kontrollii hemorajik sok olusturuldu. Kan 6rnegi alinarak biyokimyasal inceleme i¢in
saklandi. Hemorajik soktan 1 saat sonra alinan kanin iki kat1 miktarda intraperitoneal
ringer laktat ile restisitasyon yapild1 ve birlikte intraperitoneal G-CSF verildi. G-CSF
olarak, bir rekombinan-metiyonin insan graniilosit koloni stimiilan faktorii (r-
metHuG-CSF) olan filgrastim (Neupogen(r)-ROCHE)'in 300 pg/mL'lik flakonlar
kullanildi. % 5 dekstroz sudaki soliisyonu ile 30 ng/mL olacak sekilde diliie edilen
preparat, 3 pg/kg dozda intraperitoneal yolla uygulandi.

Grup IV’de deneklerin arteriyel kan basinglart izlenerek ortalama arteriyel
basing degerleri 40 mmHg diizeyinde tutulacak sekilde arteryel yolla kan alinarak
kontrollii hemorajik sok olusturuldu. Kan 6rnegi alinarak biyokimyasal inceleme i¢in
saklandi. Hemorajik soktan 1 saat sonra alinan kanin iki kat1 miktarda intraperitoneal
ringer laktat ile resiisitasyon yapildi ve birlikte intraperitoneal beta-glukan
(Immuneks(r) 10 mg kapsiil- Mustafa Nevzat Ilag San.) verildi. SDU Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dali ile goriisiilerek kapsiil formunda olan ila¢ intraperitoneal
uygulama i¢in mikropartikiiler form haline ¢6ziildii. Beta-glukan 4 mg/kg dozunda

intraperitoneal olarak uygulandi.

Akciger dokusunda meydana gelen biyokimyasal degisikliklerin
degerlendirilmesi i¢in hemorajik sok sonrasi 24. saatte kan Ornekleri Etilen

Dinitrilotetra Asetik asit’li tiiplere alindi. Serumda IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a ¢alisildi.

Akciger dokusunda meydana gelen histopatalojik  degisikliklerin
incelenmesi amaciyla median sternotomi ile toraks agilarak her iki akciger rezeke

edildi.

3.4. IL-1, TL-6, IL-10, TNF-a Olciimii icin Kan Orneklerinin

Hazirlanmasi

Etilen Dinitrilotetra Asetik asit’li tiiplere alinan kan Ornekleri, serum
gerceklestirilmesi i¢in 10 dakika siire ile 5000 devirde santrifiij edildi. Serum

ornekleri 6l¢iim yapilincaya kadar -80°C’de derin dondurucuda bekletildi.
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Parametre dlgiimleri SDU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Mikrobiyoloji Laboratuari’nda yapildu.

Serumda IL-1 (ELISA, BioSource Catalog No. KRCO0011, Nivelles,
Belgium), IL-6 (ELISA, BioSource Catalog No.KRC0061, Nivelles, Belgium), IL-10
(ELISA, BioSource Catalog No.KRCO0101, Nivelles, Belgium), TNF-oa (ELISA,
BioSource Europe S.A. Catalog No. KRC 3014, Nivelles, Belgium) tayinleri igin

uygun rat kitleri kullanilarak talimatlara uygun olarak Slgiimler yapildi.

Laboratuarda serum ornekleri, sirayla, IL-10, IL-6, IL-1, TNF-a kitleri ile
degerlendirildi.

3.5. Akciger Doku Orneklerinin Histopatolojik Olarak Incelenmesi

Akciger dokusunda meydana gelen histopatolojik  degisikliklerin
incelenmesi amaciyla median sternotomi ile toraks agilarak her iki akciger rezeke
edildi. Akciger doku ornekleri alinarak histolojik inceleme i¢in % 10 formol i¢inde
tespit edildi. Rutin takip islemleri sonrasi parafinle bloklandi. 5 mikrometrelik
kesitler yapilarak hematoksilen eosin boyasiyla boyandi ve 1sik mikroskopu ile
incelendi. Inceleme SDU Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Patoloji

Laboratuari’nda tek patolog tarafindan kor tarzda yapildi.

Akciger dokusu, PMNL infiltrasyonu, intraalveolar 16kosit ve alveolar
septal genisleme agisindan incelendi. Her bir 6zellik 0-3 arasi skorlama yapilarak

siiflandirildi. Skorlama sistemi;
(0): Degisiklik yok,
(1): Hafif degisiklikler,
(2): Orta derece degisiklikler,
(3): Siddetli degisiklikler seklinde gruplandi.

Ayrica histopatolojik olarak incelenen ii¢ parametrenin toplami alinarak

kiimiilatif histolojik skor elde edildi.
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3.6. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizda elde edilen bulgularin istatistiksel degerlendirmeleri
Statistical Package for Social Sciences (SSPS) 15.0 istatistik programi ile yapildi.
Tim gruplarin hemorajik sok Oncesi ve sonrasi biyokimyasal parametrelerinin ve
histopatolojik inceleme skorlarinin ortalama ve standart sapma (SS) degerleri alindi.
Gruplarin kendi iclerinde hemorajik sok Oncesi ve sonrasi biyokimyasal degerlerinin

karsilagtirmalarinda Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi.

Akciger doku oOrneklerinin degerlendirilmesinde; gruplarin interstisyel
PMNL, intraalveolar PMNL, alveolar septal kalinlik ve kiimiilatif histopatolojik skor
ortalamalar1 bakimindan ikili karsilastirmalarinda Mann Whitney-U testi kullanildi.

Tiim testlerde p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Gruplarin hemorajik sok oOncesi ve sonrast IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a

ortalama ve ss degerleri Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Gruplarin Hemorajik Sok Oncesi ve Sonrasi Biyokimyasal Sonuglarinin Ortalamazss

Degerleri (pg/ml)
Grup I** Grup II Grup III Grup IV
Prehemoraji IL-1 38.5+14.4 73.1 £34.7 66.5 +£23.2 55.8+13.6
Posthemoraji IL-1 35.8+8.8 43.3 +£15.3* 40.0 £+ 16.0* 56.5+31.5
Prehemoraji IL-6 27.0+44 28.1+34 27.6+1.8 258+1.8
Posthemoraji IL-6 26.7+1.7 26.7+2.6 28.7+3.0 28.6 + 1.7*
Prehemoraji IL-10 11.9+384 7.8+5.7 114+£5.6 10.7+7.0
Posthemoraji IL-10 11.1+10.6 46+5.0 9.7+6.3 4.6 £ 3.0*
Prehemoraji TNF-a 106.1 +101.4 106.0 £ 93.3 133.0 £ 139.8 168.5 +260.1
Posthemoraji TNF-a 101.6+72.4 53.2 + 41.8* 203.5+274.4 150.7 + 235.5

*p <0,05 anlaml

** Grup I igin ilk ve 24 saat sonra alinan kan orneklerinin biyokimyasal sonug¢larinin ortalamatss

degerleri (pg/ml)

Gruplarin hemorajik sok oncesi ve sonrasit IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a

degerlerinin istatistiksel degerlendirme sonuglar1 Tablo 3°de gdsterilmistir.

Tablo 3: Gruplarin Biyokimyasal Verilerinin Prehemorajik ve Posthemorajik Zaman
Dilimlerinde Grup ici Karsilastirma Sonuclari ve P Degerleri

Karsilastirma Sonuglar1 P degerleri
GRUPLAR
Grup I** Grup II Grup III Grup IV
Prehem. IL-1/ Posthem. IL-1 0.125 0.022* 0.011% 0.333
Prehem. IL-6 / Posthem. 1L-6 0.211 0.241 0.260 0.009*
Prehem. IL-10 / Posthem. IL-10 0.855 0.114 0.767 0.017*
Prehem. TNF-a / Posthem. TNF-a 0.203 0.005* 0.514 0.109

*p <0,05 anlamli

** Grup I i¢in ilk ve 24 saat sonra alman kan Orneklerinin biyokimyasal sonuglarinin grup igi
karsilagtirma sonuglari ve p degerleri
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Gruplarin kendi i¢inde prehemorajik ve posthemorajik IL-1 degerleri
incelendiginde;

Grup I’de 24 saat sonra alinan kan Orneklerindeki IL-1 degerlerinde, ilk
alinan orneklerdeki IL-1 degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatiksel olarak
anlamh degildi.

Grup II’de posthemorajik IL-1 degerlerinde, prehemorajik IL-1 degerlerine
gore istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p=0.022).

Grup III’de posthemorajik IL-1 degerlerinde, prehemorajik IL-1 degerlerine
gore istatistiksel olarak anlamli azalma saptandi (p=0.011).

Grup IV’de posthemorajik IL-1 degerlerinde, prehemorajik IL-1 degerlerine
gore artis tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Prehemorajik ve posthemorajik IL-1  degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmast Sekil 1’de gosterilmigtir.

O Prehem.IL-1 W Posthem.IL-1

Grup I Grup 11 Grup 111 Grup IV

Sekil 1: Gruplarin Prehemorajik ve Posthemorajik IL-1 Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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Gruplarin  kendi iginde prehemorajik ve posthemorajik IL-6 degerleri
incelendiginde;

Grup I’de 24 saat sonra alman kan Orneklerindeki IL-6 degerlerinde, ilk
alinan orneklerdeki IL-6 degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatiksel olarak
anlaml1 degildi.

Grup II’de posthemorajik IL-6 degerlerinde, prehemorajik IL-6 degerlerine
gore azalma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup III’de posthemorajik IL-6 degerlerinde, prehemorajik I1L-6 degerlerine
gore artma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup IV’de posthemorajik IL-6 degerlerinde, prehemorajik IL-6 degerlerine
gore istatistiksel olarak anlamli artis oldugu tespit edildi (p=0.009).

Prehemorajik ve posthemorajik IL-6 degerlerinin  gruplar arasi

karsilastirilmas: Sekil 2°de gosterilmistir.

O Prehem.IL-6 B Posthem.IL-6

40

30

20

10+

Grup I Grup II Grup III Grup IV

Sekil 2: Gruplarin Prehemorajik ve Posthemorajik IL-6 Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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Gruplarin kendi icinde prehemorajik ve posthemorajik IL-10 degerleri
incelendiginde;

Grup I’de 24 saat sonra alinan kan Orneklerindeki IL-10 degerlerinde, ilk
alinan orneklerdeki IL-10 degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatiksel olarak
anlaml1 degildi.

Grup II’de posthemorajik IL-10 degerlerinde, prehemorajik IL-10 degerlerine
gore azalma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup III’de posthemorajik IL-10 degerlerinde, prehemorajik IL-10
degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatiksel olarak anlamli degildi.

Grup [V’de posthemorajik IL-10 degerlerinde, prehemorajik IL-10
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi (p=0.017).

Prehemorajik  ve posthemorajik IL-10 degerlerinin  gruplar arasi

karsilastirilmas: Sekil 3’de gosterilmistir.

O Prehem.IL-10 B Posthem.IL-10

20

101

Grupl Grup I1 Grup III Grup IV

Sekil 3: Gruplarin Prehemorajik ve Posthemorajik IL-10 Degerlerinin
Karsilastirilmasi
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Gruplarin kendi iginde prehemorajik ve posthemorajik TNF-o degerleri
incelendiginde;

Grup I’de 24 saat sonra alinan kan 6rneklerindeki TNF-a degerlerinde, ilk
alman orneklerdeki TNF-o degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatiksel
olarak anlamli degildi.

Grup II’de posthemorajik TNF-a degerlerinde, prehemorajik TNF-a
degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli azalma tespit edildi (p=0.005).

Grup III’de posthemorajik TNF-a degerlerinde, prehemorajik TNF-a
degerlerine gore artis oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup IV’de posthemorajik TNF-o degerlerinde, prehemorajik TNF-a
degerlerine gore azalma tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Prehemorajik ve posthemorajik TNF-a degerlerinin gruplar arasi

karsilastirilmas: Sekil 4’de gosterilmistir.

O Prehem. TNF H Posthem. TNF

300

Grup I Grup 11 Grup II1 Grup 1V

Sekil 4: Gruplarin Prehemorajik ve Posthemorajik TNF-a Degerlerinin
Karsilastirilmasi



32

Akciger Doku Orneklerinin Degerlendirilmesi

Grup III’de 1 adet ratta yapilan median sternotomide toraksda yaygin sivi

formasyonu gozlenmis olup patolojik incelemede mikroskopik olarak akcigerde

yaygin fibrozis gozlendi ve akciger doku 6rnegi degerlendirme dis1 birakildi.

Gruplarin akciger doku 6rnekleri interstisyel PMNL, intraalveolar PMNL ve

alveolar septal kalinlik bakimindan normal akciger doku 6rnegi ile siddetli akciger

doku hasar1 arasinda 0-3 arasi skor verilerek siiflandirildi.

Gruplarin akciger doku drneklerinin incelenmesinde histopatolojik skorlarin

ortalama + ss degerleri Tablo 4’de gosterilmistir.

Tablo 4: Gruplarin Histopatolojik Skorlarinin Ortalama + ss Degerleri

Grup I 2.0+0.94 1.7+0.95 1.7+0.95 54+£26
Grup II 30+0 2.7+0.48 30+0 8.7+0.48
Grup III 2.8+£042 29+0.32 2.6+£0.52 8.3+1.05
Grup IV 20=+0 2.44+0.52 1.9+£0.32 6.3+0.67
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Gruplarin interstisyel PMNL yogunlugu degerlendirildiginde;

Grup I’de 10 adet ratin 1’inde akciger doku Orneklerinin histopatolojik
incelemesi normal olarak degerlendirildi. Bir tanesinde hafif degisiklikler varken, 5
ratta orta derece degisiklikler mevcuttu. 3 tanesinde siddetli derece intersitisyel

PMNL mevcuttu.

Grup II’de 10 adet ratin hepsinde siddetli derece intersitisyel PMNL
mevcuttu.

Grup III’de 2 adet ratta interstisyel PMNL yoniinden orta derece degisiklik

varken, 7 adet ratta siddetli degisiklik mevcuttu.

Grup IV’°de 10 adet ratin hepsinde orta derece intersitisyel PMNL mevcuttu.
Gruplarin akciger doku 6rnegi interstisyel PMNL inceleme sonuglar1 Tablo 5’de
gosterilmistir.

Tablo 5: Gruplara Gére Interstisyel PMINL Skorlar1 ve Her Bir Skorlama Derecesine Dahil Olan
Rat Doku Ornegi Sayisi

Interstisyel PMNL Degerlendirmesi
Gruplar Orta derece Siddetli
Degisiklik yok Hafif degisiklik
o a degisiklik degisiklik
Skor Q) 3)
Grup I
P 1 1 5 3
(n=10)
Grup 11
P - - - 10
(n=10)
Grup I1I
P - - 2 7
(n=9)
Grup IV
P - - 10 -
(n=10)
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Gruplarin  intersitisyel =~ PMNL  skorlarmin  istatistiksel ~ olarak

degerlendirilmesinde (Tablo 6);
Grup I ile Grup II’nin karsilastirilmasinda Grup II’de PMNL infiltrasyonu

skorunun anlamli olarak daha yiiksek oldugu gortildii (p=0.013).
Grup I ile Grup III’iin karsilastirilmasinda Grup III’de PMNL infiltrasyonu
skoru yiiksek idi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup I ile Grup IV’iin karsilagtirilmasinda her iki grubun PMNL infiltrasyonu
skor ortalamasi arasinda anlamli fark olmadigi tespit edildi.

Grup II ile Grup III’iin karsilagtirllmasinda Grup II’de interstisyel PMNL
infiltrasyonu skoru ortalamasi daha yiiksek idi ancak istatistiksel olarak anlamli
degildi.

Grup II ile Grup IV’iin karsilastirilmasinda Grup II’de PMNL infiltrasyonu
skorunun anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii (p= 0.000).

Grup III ile Grup IV’iin karsilastirilmasinda Grup 11I’de PMNL infiltrasyonu
skorunun anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii (p=0.001).

Tablo 6: Gruplarin interstisyel PMNL Skorlamasina Gore Istatistiksel Karsilastirma Sonuglar

Gruplar Grup I Grup II Grup III Grup IV
Grup I - 0.013* 0.135 0.083
Grup II 0.013* - 0.474 0.000%
Grup 111 0.135 0.474 - 0.001*
Grup IV 0.083 0.000* 0.001*

*p <0.05 anlaml
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Gruplarin interstisyel PMNL yogunluk skorlar1 incelendiginde;

Grup II’de PMNL infiltrasyonunun Grup I ve Grup IV’e gore anlamli olarak
yiksek oldugu tespit edildi.

Grup III’de PMNL infiltrasyonunun Grup IV’e goére anlamli olarak yiiksek
oldugu tespit edildi.

Grup IV’de PMNL infiltrasyonunun Grup II ve Grup III’e gore anlaml
olarak az oldugu tespit edildi.

Gruplarin posthemorajik akciger doku 6rnegi histopatolojik incelenmesinde

interstisyel PMNL skorlar1 Sekil 5’de gdsterilmistir.

Grupl Grup II Grup III Grup IV

Sekil 5: Gruplar Arasi interstisyel PMNL Skor Ortalamalari Karsilastirilmasi
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Gruplarin intraalveolar PMNL yogunlugu degerlendirildiginde;

Grup I’de, 1 adet ratta degisiklik yoktu, 3 ratta hafif degisiklik, 4 ratta orta

derece, 2 ratta siddetli derece intraalveolar PMNL mevcuttu.
Grup II’de, 3 ratta orta derece, 7 ratta siddetli derece intraalveolar PMNL
mevcuttu.

Grup III’de 1 ratta orta derece, 8 ratta siddetli derece intraalveolar PMNL

mevcuttu.

Grup IV’de, 6 ratta orta derece, 4 ratta siddetli derece intraalveolar PMNL

mevcuttu.

Gruplarin akciger doku 6rnegi intraalveolar PMNL inceleme sonuglar1 Tablo

7’de gosterilmistir.

Tablo 7: Gruplara Gore iptraalveolar PMNL Skorlar:1 ve Her Bir Skorlama Derecesine Dahil
Olan Rat Doku Ornegi Sayisi

Intraalveolar PMNL Degerlendirmesi
Gruplar
Orta derece
Degisiklik yok Hafif degisiklik Siddetli degisiklik
Sko o a degisiklik 3
r
@
Grup I
P 1 3 4 2
(n=10)
Grup II
P - - 3 7
(n=10)
Grup 111
P - - 1 8
(n=9)
Grup IV
P - - 6 4
(n=10)
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Gruplarin  intraalveolar ~PMNL  skorlarimin  istatistiksel  olarak

degerlendirilmesinde (Tablo 8);

Grup I ile Grup II'nin karsilagtirilmasinda Grup II’de intraalveolar PMNL
skorunun yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup
I ile Grup III’iin karsilastirilmasinda Grup III’de intraalveolar PMNL skorunun
anlamli olarak yiliksek oldugu tespit edildi (p=0.017). Grup I ile Grup IV’in
karsilagtirilmasinda Grup IV’de intraalveolar PMNL skorunun yiiksek oldugu tespit

edildi ancak istatistiksel olarak anlaml1 degildi.

Grup II ile Grup III’iin karsilastirilmasinda Grup III’de intraalveolar PMNL
skorunun yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup
IT ile Grup IV’in karsilastirilmasinda Grup II’de intraalveolar PMNL skorunun
yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup III ile Grup I'V’iin karsilagtirilmasinda Grup III’de intraalveolar PMNL

skorunun yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Tablo 8: Gruplarin intraalveolar PMNL Skorlamasma Gore istatistiksel Karsilastirma

Sonuglar
Gruplar Grup I Grup II Grup III Grup IV
Grup I - 0.074 0.017* 0.167
Grup 11 0.074 - 0.582 0.370
Grup III 0.017* 0.582 - 0.057
Grup IV 0.167 0.370 0.057

*p <0.05 anlaml
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Gruplarin alveoler PMNL yogunluk skorlar1 incelendiginde;

Grup II ve Grup III’de intraalveolar PMNL diger gruplara gore daha yiiksek
idi.

Grup III’de intraalveolar PMNL’nin Grup I’e gore anlamli olarak yiiksek

oldugu tespit edildi.

Grup IV’de intraalveolar PMNL’nin Grup II ve Grup III’e gore az oldugu
tespit edildi. Gruplarin posthemorajik akciger doku o©rnegi histopatolojik

incelenmesinde intraalveolar PMNL skorlar1 Sekil 6’da gosterilmistir.

Grup I Grup II Grup III Grup IV

Sekil 6: Gruplar Arasi Alveolar PMNL Skor Ortalamalar Karsilastirilmasi
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Gruplara gore alveolar septal kalinlik oran1 degerlendirildiginde;

Grup I’de, 1 ratta degisiklik yoktu. 3 ratta hafif, 4 ratta orta, 2 ratta siddetli

derece degisiklik mevcuttu.

Grup II’de, ratlarin hepsinde siddetli derece alveolar septal kalinlagma

mevcuttu.

Grup IlI’de, 4 ratta orta derece, 6 ratta siddetli derece alveolar septal

kalinlasma mevcuttu.

Grup IV’de, 1 ratta hafif, 9 ratta orta derece alveolar septal kalinlagma

mevcuttu.

Gruplarin akciger doku ornegi alveolar septal kalinlik inceleme sonuglari

Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9: Gruplara Gére Alveolar Septal Kalinhik Skorlar1 ve Her Bir Skorlama Derecesine
Dahil Olan Rat Doku Ornegi Sayisi

Alveolar Septal Kalinlik Degerlendirmesi
Gruplar Orta derece
Degisiklik yok Hafif degisiklik Siddetli degisiklik
©) a degisiklik 3)
Skor @)
Grup I
P 1 3 4 2
(n=10)
Grup II
P - - - 10
(n=10)
Grup III
P - - 4 5
(n=9)
Grup IV
P - 1 9 -
(n=10)
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Gruplarin  alveolar septal kalinlik skorlarinin istatistiksel —olarak

degerlendirilmesi Tablo 10°da gosterildi.

Grup I ile Grup II’nin karsilastirilmasinda Grup II’de alveolar septal kalinlik
skorunun istatistiksel olarak anlaml yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.004). Grup I ile
Grup III’lin karsilastiriimasinda Grup III’de alveolar septal kalinlik skorunun ytiksek
oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup I ile Grup IV’iin
karsilagtirilmasinda Grup IV’de alveolar septal kalinlik skorunun yiiksek oldugu

tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup II ile Grup III'lin karsilastirilmasinda Grup II’de alveolar septal kalinlik
skorunun yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup
II ile Grup IV’iin karsilastirilmasinda Grup II’de alveolar septal kalinlik skorunun

anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.000).

Grup III ile Grup IV’in karsilastirilmasinda Grup III’de alveolar septal
kalinlik skorunun anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.012).

Tablo 10: Gruplarin Alveolar Septal Kahnhk Skorlamasmna Gore istatistiksel Karsilastirma

Sonuglar:
Gruplar Grup I Grup II Grup III Grup IV
Grup I - 0.004* 0.112 0.115
Grup 11 0.004* - 0.087 0.000*
Grup 111 0.112 0.087 - 0.012*
Grup IV 0.115 0.000* 0,012*

*p <0.05 anlaml
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Gruplarin alveolar septal kalinlik skorlar1 incelendiginde;

Grup II’de alveolar septal kalinlik skorunun Grup I ve Grup IV’e gore
anlaml olarak ytiksek oldugu tespit edildi. Grup II’de alveolar kalinlik skorunun
Grup III’e gore yiiksek oldugu tespit edildi.

Grup III’de Grup IV’e gore alveolar septal kalinlik skorunun anlamli olarak

yiiksek oldugu tespit edildi.

Gruplarin posthemorajik akciger doku 6rnegi histopatolojik incelenmesinde

alveolar septal kalinlik skorlar1 Sekil 7°de gosterilmistir.

Grup I Grup I Grup III Grup IV
Sekil 7: Gruplar Arasi Alveolar Septal Kalinlik Skor Ortalamalar1 Karsilastirilmasi
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Gruplarin interstisyel PMNL, intraalveolar PMNL ve alveolar septal kalinlik
skorlar1 toplanarak elde edilen akciger doku 6rnegi kiimiilatif histolojik skorlarinin

ortalamalar1 ve SS degerleri Tablo 11°de gosterilmistir.

Tablo 11: Kiimiilatif Histolojik Skor Ortalamalar: =+ SS Degerleri

Gruplar Grup I Grup II Grup III Grup IV

Skor 54+2.63 8.7+0.48 83+ 1.05 6.3 +£0.67

Gruplarin  kiimiilatif ~ histolojik  skorlarmin  istatistiksel ~ olarak

degerlendirilmesinde (Tablo 12);

Grup I ile Grup II'nin karsilastirilmasinda Grup II’de kiimiilatif histolojik
skorunun istatistiksel olarak anlaml yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.001). Grup I ile
Grup II’tn karsilagtirllmasinda Grup III’de kiimiilatif histolojik skorunun
istatistiksel olarak anlamli yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.005). Grup I ile Grup
IV’iin karsilastirilmasinda Grup IV’de kiimiilatif histolojik skorunun yiiksek oldugu

tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi.

Grup II ile Grup III'lin karsilagtirllmasinda Grup II’de kiimiilatif histolojik
skorunun yiiksek oldugu tespit edildi ancak istatistiksel olarak anlamli degildi. Grup
IT ile Grup IV’iin karsilastirilmasinda Grup II’de kiimiilatif histolojik skorunun

anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.000).
Grup III ile Grup IV’iin karsilastirilmasinda Grup III’de kiimiilatif histolojik

skorunun anlamli olarak yiiksek oldugu tespit edildi (p=0.001).

Tablo 12: Gruplarm Kiimiilatif Histolojik Skorlamasma Gore istatistiksel Karsilastirma
Sonugclar (*p <0.05 anlamli)

Gruplar Grup I Grup II Grup III Grup IV
Grup 1 - 0.001* 0.005* 0.460
Grup 11 0.001* - 0.473 0.000*
Grup III 0.005* 0.473 - 0.001*
Grup IV 0.460 0.000* 0.001*
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Tiim gruplarin kiimiilatif histolojik skorlar1 incelendiginde;

Grup II ve Grup III’de kiimiilatif histopatolojik skor ortalama degerleri Grup
I ve Grup IV’e gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu.

Gruplarin posthemorajik akciger doku 6rnegi histopatolojik incelenmesinde

kiimiilatif histolojik skorlar1 Sekil 8’de gdsterilmistir.

©O = N W b 01 O N O O

Grup I Grup 11 Grup III Grup IV

Sekil 8: Gruplar Arasi Kiimiilatif Histolojik Skorlarinin Ortalama Degerleri
Karsilastirilmasi
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Tiim gruplarin histolojik olarak akciger doku orneklerindeki goriiniimleri sirastyla

Resim 7, 8, 9, 10°da gosterilmistir.

Resim 7: Grup I; Normal Akciger Dokusu Histolojik Goriiniimii

Resim 8: Grup II; interstisyel PMNL Infiltrasyonu ve Alveolar
Septal Kalinlhik Artisinin Histolojik Goriiniimii



Resim 9: Grup III; Interstisyel PMNL infiltrasyonu ve Alveolar
Septal Kalinlik Artisinin Histolojik Goriiniimii

Resim 10: Grup IV; PMNL infiltrasyonu ve Alveolar Septal
Kalinlik Bakimindan Histolojik Goriiniim
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5. TARTISMA ve SONUC

Hemorajik sok, intravaskiiler dolagan kan voliimii miktarinin azalmasi nedeni
ile dokularin yetersiz perflizyonudur. Hemorajik sok, kardiyak output ve dokuya
oksijen tasima kapasitesinde azalmaya neden olur. Mikrosirkiilasyon bozukluguna
bagli olarak doku hipoksisi gelisir (1). Sok siiresince hipokside kalan dokulara yeterli
oksijenasyonun saglanamamasi sonucu hiicre i¢i oksijen basinct kritik seviyenin
altina inerse, hiicrelerde mitokondrial fonksiyonlarda bozukluga, hiicre membran

devamlilig1 ve fonksiyonlarinda bozukluga ve hiicre 6liimiine neden olur (2).

Hemorajik sokun resusitasyonu sonucunda reperfiizyon ile dokunun
kanlanmasi yeniden baslar ve I-R dongiisii travma hastalarinda inflamatuar uyariya

kars1 bir cevabin ortaya ¢ikmasina neden olur.

I-R dongiisiinden sonra aciga cikan mediyatdrler sistemik inflamatuar
yollarin aktivasyonuna neden olarak basta akcigerler olmak iizere, karaciger, kalp,
beyin ve bobrekler gibi uzak organlarda hasar olustururlar. I-R dongiisiiniin
sonrasinda gelisen sistemik inflamatuar yanittan en fazla akcigerler etkilenir. Biiyiik
travmalardan ve hemorajik soktan sonra gelisen akciger hasari ise morbidite ve

mortalitenin artmasina neden olmaktadir (8,14,15).

Iskemik bir dokuda kan akimmin yeniden baslamasi durumunda, nétrofillerin
etkilesimi sonucu endotel ylizeyi boyunca nétrofil tutulumu gergeklesir. PMNL’lerin
endotel hiicresine adezyonu sonrasi aciga ¢ikan serbest oksijen radikalleri, lipid ve
niikleik asitlerin peroksidasyonu yoluyla endoteliyal tabakada hasar olusturur,

kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisiyel 6dem gelisir (47,48,51,74,75).

Iskemi sonrasindaki reperfiizyonda aktive nétrofiller akciger hasarma gesitli
yollarla katkida bulunurlar. Aktive olmus nétrofiller serbest radikal kaynaklaridir.
Notrofillerin aktive olup I-R hasarinda etkili mediyatorleri salabilmesi icin
endotelyuma yapigmasi gerekir. Endotelyuma adere ve migrate olan notrofiller,
siiperoksit anyonu, OH™ ve H,O, gibi reaktif oksijen metabolitleri {ireterek,
kollajenaz, elastaz, katepsin G gibi proteolitik enzimler ile peroksidazlar

serbestlestirerek direk ya da indirek olarak pulmoner endotelyumu hasara
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ugratabilirler. Aktive ndtrofillerin akciger ve diger organlara sekestrasyonu

multisistem organ yetmezligi gelisiminde dnemli bir basamaktir (76).

Hemorajik sok gibi sitokin cevabr olusan durumlarda hastalarda
hemodinamik, metabolik ve immiin yanitlar kismen endojen sitokinler tarafindan
yonlendirilmektedir. Sitokinler etkilerini spesifik hiicre reseptdrlerine baglanarak ve
intraseliiler mekanizmalar1 aktive ederek gosterirler. Bu mediyatorler, inflamatuar
yanit1 artiran (proinflamatuar) veya azaltan (antiinflamatuar) diger sitokinlerin de
yapimin1 ve fonksiyonlarini regiile ederler. Reperflizyon sonrasi proinflamatuar

sitokinler ortaya cikar.

Aktive nétrofiller belirgin miktarlarda IL-1, IL -6, TNF-a olusturabilirler
(76). Bu inflamatuar sitokinlerde G-CSF’nin iiretimini artirir (56). G-CSF graniilotik
progenitor hiicrelerin diferansiyasyonunu ve biiylimesini regiile eden ve ¢esitli tiirleri
olan bir glikoproteindir (54). Glukan nonspesifik bir immunostimulan olmasina
ragmen potent etkisi makrofajlar lizerinedir. Deneysel ¢alismalarda beta-glukanin IL-
6 iizerinde salinimi artirici etkileri oldugu bildirilmistir. Masih ve ark. (71) beta
glukan tiirevlerinin TNF-a iizerinde baskilayici, IL-1, IL-6 ve IL-10 iizerinde

salinimu artiricr etkisi oldugunu gostermislerdir.

Biz de bu konuya dayanarak ¢alismamizda hemorajik sok modeli uygulanan
ratlarda giiclii bir antioksidan ve immiinomodiilator oldugu bilinen beta-glukanin ve
inflamasyonda biiyiik rol oynayan noétrofilleri kesin olarak aktive ettigi bilinen G-
CSF’nin akut akciger hasari lizerine etkilerini arastirmayr planladik. Bu amacla
ratlarda olusturdugumuz hemorajik sok modelinde sivi resiisitasyonu, sivi
restisitasyonu ve G-CSF, sivi1 resiisitasyonu ve beta-glukan uygulayarak sok sonrasi

24. saatte kan orneklerinde IL-1, IL-6, IL-10 ve TNF-a iizerine etkisini inceledik.

IL-1 makrofajlardan ve endotelyal hiicrelerden salinan, akut faz reaktani
olarak bilinen bir sitokindir. Travma sonrast IL-1 ve TNF-a diizeyleri yiikseldiginde
sitokinler bagimsiz olarak bir hemodinamik dekompanzasyona neden olurlar. Diisiik
dozlarda ise yalmizca eszamanli olarak verildiklerinde ayni yaniti olustururlar.
Calismamizda hemorajik sok sonrasi IL-1 degerleri hemorajik sok grubunda azalmis

olarak tespit edildi.
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Molina ve ark. (77) hemorajik sok modelinde, sok sonrasi, resiisitasyondan
hemen sonra ve resiisitasyondan 1,5 saat sonra plazma ve doku IL-1 degerlerinde
degisim olmadigini bildirmislerdir. Hemorajik sok ve resiisitasyon sonrasi sitokin
degerlerinin cinsiyete gore karsilastirildigi bir modelde, erkek farelerde sok sonrasi
IL-1 salintminin daha az oldugu gosterilmistir (78). Jiang ve ark. (79) hemorajik sok
sonras1 vital organlar ve plazma sitokin seviyelerinin resiisitasyon sonrast belirli
saatlerdeki degerlerini karsilastirdiklar1 modelde, plazma IL-1 seviyesinin erken
donemde arttigini ve sok sonrasi 3. saatte bazal degere geriledigini gostermislerdir.
Calismamizda hemorajik sok grubundaki IL-1 degerlerinde saptanan azalmanin,
serum Orneklerinin 24 saat sonra alinmasi nedeniyle bu donemde IL-1 seviyesinin
azalmasina bagl olabilecegi diisiiniildii. Calismamizda hemorajik sok sonrasi sivi
resiisitasyonu ve G-CSF uyguladigimiz grupta, sok sonrasi IL-1 degerinde azalma
tespit edildi. Hartung ve ark. (80) G-CSF'iin kan sitokin yanitina etkisinin "ex vivo"
olarak arastirildigr bir ¢aligmada nétrofillerden ve monositlerden IL-1 reseptor
antagonistinin serbestlestigini ve IL-1 salinmasmi baskiladigini goéstermiglerdir.

Bulgularimiz bu c¢aligma ile uyumlu idi.

Calismamizda sivi resiisitasyonu ve beta-glukan uyguladigimiz grup IV’de
IL-1 degeri hemorajik sok sonrasi hafif derecede artmis olarak saptandi. Bu
sonucumuz, Brown ve ark. beta-glukanin l6kositlerin fagositik, sitotoksik
aktivitelerini arttirarak reaktif oksijen ve nitrojen aracili antimikrobiyal aktivitelerini
arttirdig1 ve direk olarak 16kositleri aktif hale getirdigi ve ayrica IL-8, IL-1, IL-6 gibi

sitokinleri stimiile ettikleri bildirdigi ¢alisma ile uyumludur (65).

IL-6 fibroblast, endotelyal hiicreler, ndtrofiller, monositler ve lenfositler
tarafindan tretilir ve inflamatuar yanitta 16kositlerin olgunlagmasi ve aktivasyonunda
gorev alir. IL-6 diizeyinin akut inlamatuar yanitin bir gostergesi olarak, ameliyat
sonrasinda yliksek seyretmesi kotii prognozun belirtilerinden kabul edilmektedir ve

hemorajik sokta artmis mortalite ile birlikte oldugu gosterilmistir (31).

Heirholzer ve ark.’nin yaptig1 16 ratin kullanildig1 kontrollii hemorajik sok
olusturulan modelde, ratlar 4 gruba ayrilarak 1, 2.5, 3.5 saat siiresince sok
uygulanmigtir. Resiisitasyon sonrasi sitokin seviyeleri ol¢iilmiis ve IL-6 seviyesinin

sok sonrasit 1. saatte en yiiksek seviyede oldugu gosterilmistir (81). Bagka bir
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caligmalarinda, ratlara trakeal yoldan farkli dozlarda uygulanan IL-6’nin doza
bagimli olarak PMNL infiltrasyonunu ve akciger hasarini artirdigir gostermislerdir

(82).

Yapilan caligmalar incelendiginde IL-6’nin inflamatuar sistem tizerine
proinflamatuar ve antiinflamatuar olarak iki etkisi oldugu goriildii. Antiinflamatuar
etkinin incelenmesi amaci ile yapilan ¢aligmalardan biri Aderka ve ark.’nin yaptigi
caligmada, IL-6 intraperitoneal olarak enjekte edilmis ve plazma TNF ve IL-1
seviyeleri Olclilmiistiir. IL-6’nin bu sitokinlerin salinmasini azalttigin1 tespit

etmislerdir (83).

Antiinflamatuar etkinin belirtildigi diger bir calismada Camargo ve ark.
sistemik IL-6 uygulanmasi ile karaciger hasari ve TNF-a seviyesinin azaldigini,
mortalite puanlarinin diistiigiinii bildirmislerdir (84). Calismamizda hemorajik sok
grubunda sok sonrasi IL-6 degeri azalmis, G-CSF grubunda ise sok sonrasi IL-6
degeri artmis olarak tespit edildi. Zhi hong Meng ve ark. hemorajik sok uyguladiklar
ratlarda, IL-6 tedavisinin akciger hasarim1 azalttigin1 bildirmislerdir (33).
Calismamizda hemorajik sok grubunda akciger hasarinin siddetli, beta-glukan ve G-
CSF grubunda ise akciger hasarinin daha hafif olmasinin Camargo ve Aderka’nin
bulgulariyla agiklanabilecegi diisiiniildii. Beta-glukan uygulanan grupta hemorajik

sok sonrasinda IL-6 degerinde artis tespit edildi.

Deneysel ¢alismalarda beta-glukanin IL-6 {izerinde salinimu artirici etkileri
oldugu bildirilmistir. Babayigit ve ark. nin sepsis modelinde beta-glukan tedavisinin
IL-6 seviyesini artirdigt ve bunun inflamatuar cevaptaki koruyucu etkisinden
kaynaklandig1 belirtilmistir (85). Biz ¢calismamizda beta-glukan uygulanan grupta IL-
6 seviyesinin artisinin  glukanin immiin koruyucu etkisine bagli olabilecegini

diistindiik.

IL-10 antiinflamatuar 6zelligi olan bir sitokindir. Endotoksemi modeli olan
caligmalarda plazma seviyesinin arttig1 ve makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin
salilmimin1 azalttig1 bildirilmistir (34,86,87). Bir¢ok c¢alismada IL-10’un antijen
sunucu hiicreler olan monosit ve makrofajlarin immiin yanitin1 inhibe ettigi

gosterilmistir (88-90).
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IL-10’un etkisinin incelendigi calismalarda; hemorajik sok, travma ve
sepsisin immiin yanit1 deprese ettigi gosteilrmistir (91,92). Calismamizda hemorajik

sok sonrasi IL-10 degerleri tiim gruplarda azalmis olarak tespit edildi.

Schneider ve ark. travma-hemoraji uyguladiklar1 ratlarda inflamatuar
sitokinlerin plazma seviyelerini incelemis ve IL-10’un resiisitasyon sonrasi erken
donemde yiikseldigini, resiisitasyondan 2 saat sonra pik diizeye ulasip, 4 saat sonra
bazal seviyeye dondiiglinii géstermislerdir (93). Reperflizyon sonrasi 4. saate kadar
olan siirecte IL-10 degerleri Ol¢iilmiis olan iki ayr1 c¢alismada ise IL-10 seviyesi
yiiksekliginin akciger hasarmi azalttigi gosterilmistir (94,95). Barsig ve ark. (96)
sepsis modelinde IL-10 yiikselmesinin resiisitasyondan 1.5 saat sonra ve 8-12 saat
sonra olmak iizere bifazik oldugunu bildirmislerdir. Bunun aksine travma veya sepsis
sonrasi 21. giine kadar olan IL-10 yiiksekliginden bahseden c¢aligsmalar da vardir (97-
99). Song ve ark., sepsis modelinde IL-10’un erken fazda yiikselmesinin iyi bir
gosterge olmadigini, buna karsin 12 saat sonraki pik seviyenin prognozun daha iyi

oldugunun gostergesi oldugunu belirtmiglerdir (100).

Calismamizda tim gruplarda tespit edilen IL-10 diizeyi azalmasinin, kan
orneklerinin hemorajik sok sonrasi 24. saatte alinmasina bagli olarak, plazma serum
seviyesinin Olgiilemeyecek diizeye inmis olmasi olasilifindan kaynaklanabilecegi

distiniildii.

TNF-a, agirlikli olarak nétrofiller, vaskiiler endotel hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan {retilir (101). TNF-o iiretiminin hemoraji ve iskemi durumlarinda da
arttigi gosterilmistir. TNF-a diizeylerinin deneysel hemorajik sok modellerinde
mortalite ile korelasyonu vardir (36). Yar1 omrii kisa olmasina ragmen TNF-o’nin
kisa stireli ortamda bulunmasi bile 6nemli metabolik ve hemodinamik degisikliklerin

gelismesine ve dongiiniin ileri kismindaki sitokinlerin aktive olmasina neden olur
(31).

Schneider ve ark., TNF-a seviyesinin sok resiisitasyonundan sonra 8 saat
siiresince yiiksek kaldigini bildirmislerdir (93). Zhao ve ark. (102) hemorajik sok
modeli uyguladiklar ratlarda, sok sonrasi dokulardaki sitokin yiikselme ve azalma
zamanlarin1 ¢alismislar ve TNF-a’nin 3-12 saat siiresince serumda oOlgiilebildigini

bildirmislerdir. Jiang ve ark. (36) hemorajik sok sonrasi vital organlar ve plazma
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sitokin ~ seviyelerinin  resiisitasyon sonrasi belirli saatlerdeki degerlerini
kargilastirmiglar ve sok sonrast TNF-a ve IL-1’in erken fazda yiikseldigini;
resiisitasyondan 3 saat sonra ise doku degerleri yliksek kalmasina ragmen plazma
TNF-a ve IL-1 seviyelerinin bazal degere indigini gostermislerdir. Bunun sonucunda
hemorajik sok sonrasi organ hasarinda doku sitokin saliiminin 6nemli rol
oynadigini bildirmislerdir. Calismamizda hemorajik sok grubunda sok sonrast TNF-a

degeri azalmis olarak tespit edildi.

Molina ve ark. (77) hemorajik sok modelinde, soktan hemen sonra,
reslisitasyondan sonra ve reslisitasyondan 1,5 saat sonra plazma ve doku
sitokinlerinin degerlerini karsilastirdiklarinda plazma ve doku TNF-a degerinin sok
sonrast ve erken donemde arttigin1 ve 1,5 saat sonra plazmada bazal degerlere
donerken dokuda ayni kaldigin1 gostermislerdir. Calismamizda hemorajik sok sonrasi
serum Orneklerinde TNF-o degerindeki azalmanin kan orneklerinin sok sonrasi 24.
saatte alinmasina bagli olarak, plazma seviyesinin Olgiilemeyecek diizeye inmis

olmasi olasiligindan kaynaklanabilecegi diistintildii.

G-CSF graniilotik progenitor hiicrelerin diferansiyasyonunu ve biiylimesini
regiile eden, notrofil olusumu ve fonksiyonunun diizenlenmesinde fizyolojik olarak
onemli rol olan bir glikoproteindir. Periferik notrofil sayisinda ve migrasyon
islevinde artis saglar. Ancak ndtropeni tedavisi sonrasi akut akciger hasarina yol
actigin1 bildiren calismalar vardir (103,104). Calismamizda G-CSF grubunda
hemorajik sok sonrast TNF-a degeri artmis olarak tespit edildi.

Katoh (105) ve Niitsu (106) bu sonucun artan nétrofillerden salinan serbest
oksijen radikalleri nedenli oldugunu bildirmislerdir. Azoulay ve ark. (107) saglikli
ratlara subkutan G-CSF uygulamas1 sonrasi belirli saatlerde 16kosit sayimi1 yapmislar
ve artan doza bagimli olarak 16kositlerin de arttigin1 bulmuslardir. a-naftiliire vererek
akciger hasar1 olusturduklar ratlarda, G-CSF’nin nétrofil sayist ve adezyonu
artirdigini; TNF-a seviyesini artirarak alveolar permeabiliteyi degistirdigini
gostermislerdir. G-CSF uygulanan gruptaki bulgularimiz Azoulay ve ark. ile uyumlu
idi. Beta-glukan uyguladigimiz grupta hemorajik sok sonrasi TNF-a degeri azalmis

olarak tespit edildi.
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Sener ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada sepsis olusturulan ratlarda beta-glukan
tedavisinin inflamatuar siiregte anahtar rol oynayan TNF-o’nin yiikselmesini azalttig1
gozlenmistir (108). Masih ve ark., beta glukan tiirevlerinin TNF-o {zerinde
baskilayici etkisinin oldugunu ve inflamatuar hasarin azaldigini bildirmislerdir (71).
Calismamizda beta-glukan uyguladigimiz grupta TNF-a azalmasinin bu bulgularla

uyum sagladig diisiintildii.

Calismamizda akciger dokusu histopatolojik incelemesinde interstisyel
PMNL, intraalveolar PMNL, alveolar septal kalinlik degisikliklerine bakildi. Ayrica
histopatolojik olarak incelenen ii¢ parametrenin toplami alinarak kiimiilatif histolojik

skor olusturuldu.

Kontrol  grubuna ait akciger doku kesitlerinin  mikroskopik
degerlendirmesinde intraalveolar PMNL ve alveolar septal kalinlik yoniinden hafif

degisiklik, interstisyel PMNL yoniinden orta derece degisiklikler goriildii.

Hemorajik sok uygulanan grupta akciger doku incelenmesinde intraalveolar
PMNL yoniinden orta-siddetli, interstisyel PMNL ve alveolar septal kalinlik
yoniinden siddetli degisiklikler goriildii.

Hemorajik sok sonrasi resiisitasyon ve G-CSF uygulanan grupta alveolar
septal kalinlik yoniinden orta-siddetli degisiklik gozlenirken interstisyel PMNL ve
intraalveolar PMNL yoniinden siddetli degisiklikler gézlendi.

Hemorajik sok sonrasi resiisitasyon ve beta-glukan uygulanan grupta
intraalveolar PMNL ve interstisyel PMNL yo6niinden orta derece degisiklik
gozlenirken, alveolar septal kalinlik yoniinden kontrol grubuna yakin degisiklikler

gozlendi.

Histopatolojik olarak incelen ii¢ parametrenin toplami alinarak olusturulan
kiimiilatif akciger hasar skoruna gore de incelendiginde, hemorajik sok ve G-CSF
grubunda kontrol grubuna gore olusan hasar anlamli bulundu. Bununla birlikte bu iki

grupta olusan akciger hasarinin beta-glukan grubunda azalmasi da anlamli bulundu.

Histopatolojik bulgularin istatistiksel analizinde ortalama skorlar1 alinan
gruplarda interstisyel PMNL, intraalveolar PMNL, alveolar septal kalinlik ve akciger

hasar skoru yoniinden anlamli fark saptandi.
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Gruplarin her biri kendi arasinda karsilastirtlip degisikliklerin istatistiki
anlamlilig1 incelediginde; Grup I ile Grup II arasinda interstisyel PMNL, alveolar
septal kalinlik, kiimiilatif akciger hasar skoru yoniinden anlamli fark saptandi. Grup I
ile Grup III arasinda intraalveolar PMNL ve kiimiilatif akciger hasar skoru yoniinden
anlamli fark saptandi. Grup 1 ve IV arasinda histopatolojik olarak anlamli fark
saptanmadi. Grup II ve III arasinda histopatolojik incelemede anlamli fark
saptanmadi. Grup III ve IV arasinda interstisyel PMNL, alveolar septal kalinlik,
akciger hasar skoru yéniinden anlaml fark saptandi. Intraalveolar PMNL yoniinden

fark yoktu.

Hemorajik sok sonucu, tiim dokularda oldugu gibi akcigerlerde de birtakim
histopatolojik degisiklikler meydana gelmektedir. Hemorajik sok sonrasi I-R’nun
akciger hasarma neden oldugu bilinmektedir. Hemorajik sok ve I-R sonucu
akcigerlerde interstisyel notrofil-lokosit infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon,
amfizamatoz degisiklikler, kapillerler c¢evresinde lenfosit ve notrofil-16kosit
infiltrasyonu ve alveol liimenlerindeki makrofajlarda artis meydana gelmektedir
(109). Akciger hasarlanmasinin esas nedeni notrofillerle endotelin etkilesmesi

sonucu gelisen daha 6nce acikladigimiz olaylar zinciridir.

Abraham ve ark., hemoraji sonrasi olusan akciger hasarinin mekanizmasini
[-R’a bagh akciger inflamatuar hiicre cevabi ve oksijen radikallerinin akciger
hiicreleri iizerine etkilerine baglamiglardir (110). Schumacher ve ark., travma sonrasi
hemoraji modelinde erken faz akciger hasarinin kapiller permeabilite artisina baglh

akciger 6demi nedeniyle oldugunu gostermislerdir (111).

Sepsiste nétrofillerin sayr ve fonksiyonlarini modiile etmek amaciyla
uygulanan G-CSF'lin, aktive olmus notrofillerden serbestlesen reaktif oksijen
metabolitleri ve veya proteazlar yoluyla endotel-epitel hasarina neden olabilecegini;
akut respiratuvar distres sendromu (ARDS) ile sonuclanabilen bir akciger
hasarlanmasina yol acgabilecegini belirten veriler elde edilmistir (112,113). Bu
sonugla benzer caligmasi olan Fink ve ark. (114), G-CSF tedavisinin neden oldugu
notrofilinin akcigerde daha fazla 16kosit sekestrasyonu ile sonuglandigi goriisiinii
savunmuglardir. Bir grup ¢alismaci ise, G-CSF'iin sepsisin neden oldugu pulmoner

notrofil salimimini artirmadigl; notrofil kokenli bir akciger hasarlanmasina yol
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acmadig1 sonucuna varmislardir (115,116). Biz ¢alismamizda hemorajik sok sonrasi
G-CSF verilen ratlarda akciger doku incelemesinde 6zellikle interstisyel PMNL ve
intraalveolar PMNL skorlarinin yiiksek oldugunu ve akciger hasar skorunun kontrol

grubuna gore yiiksek oldugunu tespit ettik.

Pulmoner mikrovaskiiler yatakta l0kosekestrasyona ilave olarak alveolar
bosluklar icerisinde de inflamatuar hiicrelerin varligi gosterilmistir. Pulmoner hasarin
noétrofiller ve SOR ile artirildigimi destekleyen caligmalar oldugu gibi, 16kopeni ve

serbest radikal temizleyicilerin koruyucu etkisinin oldugu da bilinmektedir (117).

Reperflizyon hasari dokunun yeniden oksijen ile karsilasma siirecinde
iiretilen toksik SOR’ine bagli gelismektedir (118,119). Hiicreler, serbest oksijen
radikallerinin hasar yapici 6zelliklerine kars1 dogal olarak oksidatif hasar1 azaltmaya
veya sinirlamaya yeteneklidirler. Bu hiicre koruyucu mekanizmalar oksijen
radikallerini gidermek ve detoksifiye etmek iizere diizenlenmis birka¢c enzim
sistemini icerirler. Ancak bu savunma sistemleri yetersiz kalinca, SOR’leri zararh
etkiler yapabilirler. SOR’lerinin etkisini Onlemede bazi maddeler denenmis ve
deneysel olarak I-R hasarin1 &nlemede etkili olduklar1 gosterilmistir (120-122).
SOR’i temizleyicilerinin deneysel ve klinik kullanimmin etkinligini gosteren
caligmalardan Ozellikle anlasilan, antioksidanlarin reperflizyon baslamadan once

uygulanmasidir (123,124).

Antioksidanlar  peroksidasyonu engelleyen ajanlardir. Bu ajanlar
peroksitlerden asir1 serbest radikal olusumunu ve doku hasarini engellerler. Deneysel
olarak degisik sitoprotektif etkileri gosterilmis antioksidanlar vardir (125). Bayrak ve
ark., 30 rat iizerinde bilateral renal i-R olusturduklar1 modelde, antioksidan ajanlarin

bolgesel koruyucu etkilerini gostermislerdir (126).

Glukan polisakkarit yapisinda bir maddedir ve nonspesifik bir
immunostimulan olmasina ragmen potent etkisi makrofajlar tizerinedir. Gardiner, T
makrofaj hiicre kiiltiirlerinde glukan verildiginde, makrofajlarin daha biiyiikk hale
geldigini, aderan yiizeylerinde artis oldugunu, fagositik, mikrobisidal, kemotaktik
aktivitelerinde artis goriildiiglinli ve olas1 antitiimor aktivitelerinin arttigin

belirtmistir (64).
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Beta-glukanlarin 16kositlerin fagositik, sitotoksik aktivitelerini arttirarak
reaktif oksijen ve nitrojen aracili antimikrobiyal aktivitelerini arttirdigi ve direk
olarak lokositleri aktif hale getirdigi gosterilmistir (65). Deneysel ¢alismalarda beta-
glukanin makrofajlardan proinflamatuar sitokinlerin salinimini azalttig1 ve etkin bir
serbest radikal siipiiriicli olarak gorev yapabilecegi ortaya konulmustur (69). Beta-
1,3-glukanin antioksidan etkisinin saptandigr ‘serbest radikal siipiiriicii etkisi’
deneyleri farkli organizmalarda tekrarlanmistir (70). Radyasyon uygulamasi
sirasinda ve sonrasinda kan makrofajlarinin incelendigi ¢aligmada hiicreleri serbest

radikal etkisinden koruyabildigi belirtilmistir (127).

Calismamizda hemorajik sok sonrasi beta-glukan verilen grubun akciger
doku incelenmesinde alveolar septal kalinlik artisin1 engelledigi, interstisyel
PMNL’yi azalttig1 ve akciger hasarini azalttig1 tespit edildi. Hemorajik sok sonrasi
akcigerde olusan I-R hasarina interstisyel notrofil-15kosit infiltrasyonu, kapillerler
cevresinde lenfosit ve ndtrofil-lokosit infiltrasyonu ve alveol liimenlerindeki

makrofajlardan salinan inflamatuar sitokinler neden olmaktadir.

Gergeklestirdigimiz deneysel c¢alismanin verilerine dayanarak kontrollii
hemorajik sok modelinde beta-glukanin immiinomodiilator etkisi ile proinflamatuar
sitokin salinim1 ve dokuda &zellikle alveolar septal kalinlig1 azaltarak akut akciger
hasar1 iizerine iyilestirici etkisini gozledik. Bizim deneysel olarak goézledigimiz bu
tyilestirici etkinin genis serilerde planlanmis klinik ¢alismalar ile desteklenmesinin

uygun olacagini diisiliniiyoruz.
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OZET

Kontrollii Hemorajik Sok Modelinde Olusan Akut Akciger Hasar1 Uzerine G-CSF ve

Beta- Glukan’in Etkilerinin incelenmesi

Hemorajik sok, intravaskiiler kan voliimiiniin azalmasi nedeni ile meydana gelen
yetersiz doku perfiizyonudur. Sok’un resiisitasyonu sonucunda iskemi-reperfiizyon dongiisii
sonrasi olusan inflamatuar cevapta polimorfoniikleer 16kosit (PMNL)’ler endotel hiicresi ile
birlesir. PMNL’den agiga ¢ikan toksik maddeler sonucu endoteliyal tabakada hasar olusur,
kapiller permeabilite artar, alveolar ve interstisiyel 6dem geligir.

Calismamizda hemorajik sok sonrasi gelisen akut akciger hasari tizerine G-CSF ve
beta-glukanin etkilerini incelemeyi amagladik. Kirk adet yetigkin Wistar Albino cinsi erkek
rat kullanild1 ve her grupta 10 adet rat olacak sekilde dort gruba ayrildi. Yapilan girisimlerin
hepsi genel anestezi altinda gergeklestirildi. Karotis arteri, hemorajik sok uygulamak ve kan
ornegi almak tizere kaniile edildi. Ortalama arteriyel kan basinglar1 40 mmHg olacak sekilde
kontrollii hemorajik sok olusturuldu.

1. grupta arteriyel monitdrizasyonu takiben, diger tiim gruplarda ise hemorajik sok
olusturulduktan 1 ve 24 saat sonra kan oOrnekleri alinarak IL-1, IL-6, IL-10 ve TNF-a
caligildi. 1. saatin sonunda alinan kan hacminin 2 kati kadar ringer laktat verildi. II. grup
hemorajik sok olusturulduktan 1 saat sonra resiisite edildi. III. gruba hemorajik sok
olusturulduktan 1 saat sonra resiisitasyon ve intraperitoneal yoldan 3 pg/kg dan G-CSF
uygulandi. IV. gruptaki ratlara hemorajik sok olusturulduktan 1 saat sonra resiisitasyon ve
intraperitoneal yoldan 4 mg/kg dan beta-glukan uygulandi. Ratlardan median sternotomi ile
akciger doku 6rnegi alinarak histopatolojik olarak incelendi.

G-CSF uygulanan III. grupta; plazma TNF-o diizeyi yiiksek, akciger doku
ormeginde interstisyel PMNL, intraalveolar PMNL ve alveolar septal kalinlik y&niinden
siddetli derece hasar saptandi. Beta-glukan uygulanan IV. grupta; plazma TNF-a diizeyi
diisiik, akciger doku o6rneginde interstisyel PMNL, intraalveolar PMNL ve 6zellikle alveolar
septal kalinlik yoniinden hasarin daha az oldugu saptandi.

Calismamizda G-CSF uygulanan grupta akciger hasarinin siddetli, beta-glukan
uygulanan grupta ise hasarin daha az oldugu saptandi. G-CSF’iin nétrofil sayist ve
adezyonunu artirarak akciger hasarmi artirdigi ve doz bagimli olarak plazma TNF-a diizeyini
yiikselttigi; beta-glukan uygulanmasi ile TNF-a diizeyinin baskilandigi, inflamatuar yanitin
azalmasi nedeniyle; beta-glukanin hemorajik sok sonrasi gelisen akut akciger hasarini
onlemede, hasarin derecesini azaltarak, iyilesme iizerine olumlu etkisinin oldugunu
diisiiniiyoruz.

Anahtar Sézciikler: Hemorajik Sok, Akut Akciger Hasari, G-CSF, Beta-Glukan.
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SUMMARY

Evaluating Effects of G-CSF and Betaglukan on Acute Lung Injury in
Controlled Hemorhagic Shock Model

Hemorrhagic shock is in adequate tissue perfusion due to loss of intravascular blood
volume. Cell injury, acidosis, septic complications may ocur after hipoxy of body tissue and
damage of metabolism. That condition enhances tissue injury by inducing physiopatological
factors that cause organ failure and death due to multiple organ failure ocur.

We aimed to investigate the effects of G-CSF and beta-glucan on acute lung injury
that occurs following hemorragic shock.

All of the procedures were performed under general anaesthesia. The carotid artery
has been cannuled in order with draw blood samples and to perform hemorragic shock.
Controlled hemorragic shock was performed as the mean arterial pressure was set at 40
mmHg.

In the first group following arterial monitorization and in all of the other groups at
post hemorragic shock 1’st and 24’st hours IL-1, IL-6, IL-10 and TNF-a were studied by
collecting blood samples. Ringer lactate solution at twoford volume of blood was infused at
end of the 1’st hour.

In group II, resuscitation was performed after 1 hour. In group III, resuscitation and
3 ng/kg G-CSF intraperitoneally was administered after hemorragic shock. In group IV,
resuscitation and 4 mg/kg beta-glucan intraperitoneally was administered after hemorragic
shock.

Lung tissue samples were taken by median sternotomi and the samples were
examined histopathologically.

It was determined that G-CSF caused lung tissue injury by enhancing the number
and function of neuthrophills since in this group the level of TNF-a was high and also severe
injury with respect to interstitiel and intraalveolar PMNL and alveolar septal thickness was
observed.

In beta-glucan performed group; the agent was found to effect preventing to lung
injury positively, since TNF-a the acute phase reactant was found lowand injury was less
severe with respect to interstitiel and intraalveolar PMNL and alveolar septal thickness.

Key words: Hemorragic Shock, Acute Lung Injury, G-CSF, Beta-glucan.
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